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Abreviaturas

SCR: Sindrome cardiorenal

ERC: Enfermedad renal cronica

LRA: Lesion renal aguda

IR: Isquemia reperfusion

SRAA: Sistema renina angiotensina aldosterona
FSR: Flujo sanguineo renal

NO: Oxido nitrico

eNOS: Sintasa de 6xido nitrico endotelial

Hsp90 KDa: Proteina de choque térmico de 90 KDa
BNP: Péptido natriurético cerebral

FCAD: Falla cardiaca aguda descompensada
IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina
ECV: Enfermedad cardiovascular

MLV: Musculo liso vascular

TNF-alfa: Factor de necrosis tumoral alfa

SNS: Sistema nervioso simpatico

IL-6: Interleucina 6

TFG-beta: Factor de crecimiento tumoral-beta
ROS: Especies reactivas de oxigeno

Ang IlI: Angiotensina Il

TFG: Tasa de filtracion glomerular

PVC: Presién venosa central

PA: Presion arterial sistémica

MCP-1: Proteina 1 quimioatrayente de monocitos
ICAM-1: Molécula 1 de adhesién intracelular
VCAM-1: Molécula 1 de adhesién vascular

BUN: Nitrogeno ureico en sangre

Nx: Nefrectomia

Snx; Subnefrectomia



IM: Infarto miocardico
RNS: Especies reactivas de nitrégeno

NADPH: Nicotin adenin dinucleétido fosfato reducido
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RESUMEN

El sindrome cardiorenal (SCR) se define como un desorden fisiopatoldgico en el corazén y
los rifones, en donde la disfuncion aguda o créonica de uno de estos 6rganos puede inducir
disfuncion aguda o crénica en el otro 6rgano. En particular, el SCR tipo IV es un padecimiento
que comienza con el establecimiento de la enfermedad renal crénica (ERC) y el posterior
desarrollo de enfermedad cardiovascular cronica. La frecuencia de este sindrome es elevada
y esto se refleja en que mas del 50% de las muertes en pacientes con ERC se deben a
enfermedad cardiovascular.

El endotelio juega un papel importante en mantener la funcién vascular y la homeostasis,
por lo tanto, el dafio en la funcion endotelial puede conducir a enfermedades cardiovasculares
a largo plazo. La disfuncién endotelial se caracteriza por la reduccion en la biodisponibilidad
de NO y esta reduccidon puede ser debida a alteraciones en la via de sefalizacién para la
activacion de la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS); por ejemplo, pérdida de interaccion
de eNOS con la proteina de choque térmico 90 KDa (Hsp90) e incremento en la fosforilacion
de la treonina-495 (Tre-495) de eNOS, lo cual induce la inactivacion de eNOS.

En este estudio, se hizo una caracterizacién de las alteraciones cardiovasculares que
aparecen en un modelo de ERC inducida por un episodio isquémico de lesidn renal aguda
(LRA). Para esto, se utilizaron 50 ratas Wistar macho que se dividieron en: grupo control
(sham) (n=25) y grupo con isquemia reperfusion (IR) de 45 minutos (n=25). Las ratas se
estudiaron en intervalos de tiempo de 1, 2, 3, 4 y 5 meses.

En este modelo, se confirmd la progresion de LRA a ERC a través del incremento
progresivo de la proteinuria. La disfuncion renal fue evidente hasta el quinto mes de
seguimiento, donde se observé un aumento del 50% en la creatinina plasmatica y la reduccién
del flujo sanguineo renal en las ratas sometidas a IR renal. En el caso de las alteraciones
cardiacas, encontramos hipertrofia cardiaca en el grupo de ratas sometidas a IR desde el
cuarto mes de seguimiento. La disfuncion cardiaca fue evidente al quinto mes, ya que
observamos un incremento de la proteina péptido natriurético cerebral (BNP), el cual es un
marcador de disfuncién cardiaca. De forma interesante, observamos que los niveles de la

proteina colagena |, un marcador de remodelamiento cardiaco, se incrementaron desde el



primer mes de seguimiento, indicando la aparicion de alteraciones cardiovasculares incluso
antes de que la disfuncién renal y cardiaca sean evidentes.

Respecto a la via de sefalizacion de eNOS en el corazén, se observdé un aumento en la
fosforilacion inactivante de esta enzima (Tre-495) en el grupo con IR y ademas la disminucién
de la interaccién de eNOS con Hsp90a.

El modelo de ERC inducido por LRA, es adecuado para el estudio de las alteraciones
cardiovasculares que suceden en el establecimiento y progresion de la ERC y que se
caracterizan por el desarrollo de hipertrofia cardiaca e incremento en la expresion de colagena
| y BNP. Ademas mostramos que la disfuncidn endotelial mediada por la inactivacion de eNOS,
y la pérdida de interaccion entre Hsp90a y eNOS parecen tener un papel importante en el
desarrollo de estas alteraciones y consecuentes repercusiones fisioldgicas en el contexto del
SCR tipo IV.



INTRODUCCION

Sindrome cardiorenal

Un gran numero de pacientes son hospitalizados con cierto grado de disfuncion renal y
cardiaca. Es importante destacar que el corazén y el rindn son dos 6rganos que se encuentran
estrechamente relacionados y que repercuten entre si mediante diferentes mecanismos '. La
alteracion de uno, puede conducir a un desorden en el otro °, es decir, la falla renal, puede
surgir como consecuencia de la disfuncién cardiaca o por el contrario, la falla cardiaca, puede
surgir como consecuencia de la disfuncion renal 223, Esta importante asociacion es conocida
como una entidad clinica llamada: Sindrome cardiorenal (SCR) '7?4 o sindrome reno-cardiaco
25, Como se muestra en la figura 1, la definicion actual comprende cinco subtipos de SCR que
reflejan: a) la patologia primaria y secundaria, b) el periodo de tiempo (agudo, crénico o
secundario) y c) la disfuncion renal y cardiaca simultdanea y como consecuencia de una

enfermedad sistémica 16.23.26

Figura 1. Clasificacion del sindrome cardiorenal. Modificada de Schefold JC, et al. 2016



Sindrome cardiorenal tipo |

El SCR tipo | ocurre cuando la falla cardiaca aguda conduce al desarrollo de lesién renal
aguda (LRA) 6. Las etiologias comunes de la enfermedad cardiaca aguda incluyen falla
cardiaca aguda descompensada (FCAD), sindrome coronario agudo Yy cirugia cardiaca 2. El
SCR tipo | aparece en aproximadamente 25% a 33% de los pacientes con FCAD y sindrome
coronario agudo ”°. Al empeorar la funcién renal, se complica la FCAD y el sindrome coronario
agudo, generando un circulo vicioso que empeora el prondstico del paciente. Esto se
ejemplifica en un estudio clinico realizado con una cohorte de 476 pacientes admitidos con
FCAD, en donde los pacientes con insuficiencia renal persistente (definida por un incremento
de la creatinina en suero (20.5mg/dL) '® por mas de 30 dias tuvieron un incremento en la
mortalidad, comparados con pacientes quienes tuvieron un incremento transitorio en la
creatinina '6. Por otro lado, en estudios observacionales se reporta que 27-40% de pacientes
hospitalizados por FCAD desarrollan LRA, con un incremento en la creatinina en suero
(20.3mg/dl), funcion renal disminuida, y falla cardiaca '°. Estos pacientes experimentan cursos
hospitalarios mas complicados, estancias hospitalarias mas largas y mayor mortalidad 5.

El SCR tipo | se desarrolla después de la hospitalizacion y no en la fase pre-hospitalaria,
por lo que se ha atribuido principalmente al uso de diuréticos que probablemente activan de
forma adicional el Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) y que posteriormente
afectan la hemodinamica intra-renal '°. La presencia de una presion venosa central elevada,
definida como la constante fisioldgica que refleja el rendimiento del musculo cardiaco, es decir,
la habilidad que tiene el miocardio para expulsar el volumen sanguineo que recibe 2" y
congestion venosa renal también son factores que influyen para el desarrollo del SCR tipo | 5.
La prevalencia del SCR | en pacientes con FCAD ha sido atribuida a causas como: 1) la
disminucién de la perfusion renal en pacientes con falla cardiaca debido a la falla del corazén,
2) los pacientes con FCAD pueden experimentar falla cardiaca crénica y un dafio renal cronico
posterior y 3) la terapia de la FCAD incluye farmacos que modifican la hemodinamica renal
como inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (iEECA) o bloqueadores de los
receptores de angiotensina 2%. Por lo tanto, el balance relativo del tono arterial y venoso y la
congestion del riidn parecen ser importantes para la caida de la funcién renal que ocurre

durante el tratamiento hospitalario de FCAD 2.



Sindrome cardiorenal tipo |l

En el SCR tipo Il, la insuficiencia cardiaca cronica puede conducir al desarrollo de
enfermedad renal crénica (ERC) '7°. En muchas ocasiones, al momento del diagnéstico, estos
padecimientos coexisten y es dificil determinar cual de las dos enfermedades es primaria .
Estudios clinicos han mostrado que 45-63.6% de los pacientes con falla cardiaca crénica tienen
evidencia de ERC. En el SCR tipo Il, las anormalidades crénicas en la funcidon miocardica
conducen al empeoramiento de la ERC, ya que inciden sobre el rendimiento miocardico
sistélico y diastdlico y por lo tanto pueden conducir a alteraciones en la activacion
neurohormonal '°, hemodinamica renal y una gran variedad de procesos celulares adversos
que conducen a apoptosis y fibrosis renal 225, En diferentes estudios, se ha demostrado que
la enfermedad cardiovascular (ECV), contribuye al empeoramiento de Ila ERC
(aproximadamente 30%-50%) '2'°. La ERC a su vez puede acelerar el curso de la
arterosclerosis y resultar en eventos prematuros de ECV lo que incluye, infarto miocardico y
derrame cerebral '°.

La ERC, causa desordenes metabdlicos que pueden acelerar el curso de la
arterosclerosis calcificada avanzada y el trastorno 6seo y mineral, que se caracterizan por
retencion de fosfato??, vitamina D relativa, disponibilidad de calcio (Ca?*) e hiperparatiroidismo
secundario 2%, De estos, la retencion de fosfato es un componente fisiopatoldgico importante
debido a que estimula la conversion de células del musculo liso vascular a células tipo
osteoblasticas, que se estimulan para producir calcio extracelular y cristales de hidroxiapatita
en las capas del musculo liso vascular (MLV) de las arterias>. Esto coincide con alteraciones
que presentan los pacientes con SCR tipo Il, como calcificacion vascular, menor elasticidad
vascular, menor tension y alto grado de lesion cronica en organos relacionados con la

elevacion de la presion sanguinea’'s.

Sindrome cardiorenal tipo Il

El SCR tipo lll, se define como el empeoramiento de la funcién renal de manera aguda que
conduce a lesioén o disfuncién cardiaca aguda (infarto miocardico, falla cardiaca congestiva o
arritmia). La lesién cardiaca puede ser directamente inducida por mediadores inflamatorios,

estrés oxidante ' y la sobre-regulacion temprana de sistemas neuroendocrinos después de



LRA '5. En este sindrome, desafortunadamente, se desconoce la prevalencia ya que ha sido
uno de los tipos menos estudiados debido a la heterogeneidad en las etiologias de la LRA 6.

En el SCR tipo lll, la LRA resulta en la sobrecarga del volumen ventricular, retencion de
sodio, activacion neurohormonal y desarrollo de falla cardiaca. EI SCR tipo lll, presenta
caracteristicas como: congestion pulmonar y edema periférico 23. La identificacion de los casos
donde LRA conduce a descompensacion cardiaca es dificil '6. El desbalance electrolitico, por
ejemplo, niveles de potasio elevados en plasma, puede contribuir al desarrollo de arritmias y
como consecuencia arresto cardiaco.

Se ha descrito, que posiblemente el SCR tipo Ill pueda precipitar o apresurar un sindrome
coronario agudo o derrame cerebral, puesto que la uremia no tratada afecta la contractilidad
miocardica a través de la acumulacion de factores depresivos miocardicos, vasoconstriccion

pulmonar o pericarditis (inflamacion del pericardio) 0.

Sindrome cardiorenal tipo IV

El SCR tipo IV, se caracteriza por el deterioro primario y crénico de la funcion renal que
eventualmente genera disfuncion o falla cardiaca cronica. Las principales alteraciones
cardiovasculares que se observan son: remodelacion cardiaca, disfuncion diastodlica,
hipertrofia ventricular y /o incremento en el riesgo de eventos cardiovasculares como infarto al
miocardio, falla cardiaca o incremento en la frecuencia de arritmias 1923,

Independientemente de la edad y factores de riesgo convencionales, se ha mostrado que
la ERC es un factor que predispone al desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV). La
frecuencia del SCR tipo IV es elevada y esto se refleja en que mas del 50% de las muertes en
pacientes con ERC es debido a enfermedad cardiovascular siendo ésta la principal causa de
muerte en pacientes con enfermedad renal. En términos absolutos, se ha mostrado que los
pacientes con disfuncion renal y que son sometidos a dialisis, tienen de 10 a 20 veces mas
riesgo de muerte cardiovascular respecto a los controles pareados por edad y género en la
poblacién en general. Ademas, en pacientes con ERC menores de 45 afios, el riesgo de
mortalidad cardiovascular es aun mayor, siendo un riesgo de mas de 100 veces respecto a
controles sanos 2.

En la practica clinica, la ERC se ha asociado con el desarrollo de alteraciones cardiacas

como: fibrosis, aumento del riesgo de isquemia, hipertrofia ventricular izquierda, disfuncion



diastdlica, disfuncion endotelial e inflamacion crénica 3!, Sin embargo, los mecanismos
moleculares que conducen a estas alteraciones no son del todo claros ni tampoco la

temporalidad con la que estas alteraciones ocurren 2716.23,

Sindrome cardiorenal tipo V

Este sindrome involucra una enfermedad sistémica que conduce a falla renal y cardiaca
simultanea®. Se puede originar la disfuncion simultanea de ambos érganos sin ninguna
enfermedad renal o cardiaca pre-existente y se ha reconocido que se origina por un insulto
sistémico . Los escenarios clinicos que se relacionan son: sepsis, trauma mdultiple,
quemaduras, uso de drogas, quimioterapéuticos, infecciones y enfermedades tales como:
hepatitis B, hepatitis C, VIH, lupus eritematoso, diabetes mellitus o amiloidosis 125, Existen
datos limitados acerca de la incidencia y determinantes de este sindrome, ya que existe la
confusion en presencia de factores como: hipotension, falla respiratoria, falla hepatica y otros
organos lesionados mas alla de los sistemas cardiaco y renal 2°.

Se conoce que la sepsis es un anticipador de SCR tipo V con una mortalidad estimada en
20-60%. Aproximadamente, 11-64% de pacientes con sepsis desarrollan LRA que se asocia
con alta mortalidad y morbilidad ya que genera anormalidades en la funciéon cardiaca:
alteraciones en el movimiento de paredes cardiacas y reduccién transitoria de la fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo '-?4. En estudios clinicos observacionales, se demostré que
aproximadamente el 36% de pacientes con sepsis, tuvo incidencia de LRA y la sobrecarga del

volumen ventricular fue un fuerte predictor de mortalidad 516,

Posibles mecanismos involucrados en el sindrome cardiorenal

Anemia

La anemia es un proceso multifactorial que se caracteriza por la deficiencia relativa de
eritropoyetina 32, inhibidores de eritropoyesis inducidos por uremia, corta supervivencia de los
eritrocitos y desordenes en la homeostasis del hierro. Sin embargo, no es claro si es un
mediador de SCR o mas bien un marcador de progresion de la enfermedad '. Se ha visto que
la eritropoyetina mejora la funcion cardiaca después de un infarto miocardico un efecto

parecido al aumento de neovascularizacion. Ademas, se ha determinado que el exceso de



hepcidina (hormona que se produce en el higado y se involucra en la homeostasis del hierro),
es un principal factor de los desdrdenes de la homeostasis del hierro y consecuente anemia
en el escenario de la ERC, ya que se hace incorrecta la absorcion del mismo, en la dietay la

movilizacion desde reservas del cuerpo 2.

Inflamacion

La inflamacion es también un factor de riesgo para el infarto miocardico en pacientes
urémicos y un marcador de severidad y progresion de falla cardiaca. Se sabe que la infiltracion
renal de macrofagos y la expresion de citocinas inflamatorias incrementa tan pronto como 3
dias post-infarto al miocardio. La inflamacion cronica se asocia con el dafio renal progresivo
debido a la presencia elevada de citocinas pro-inflamatorias circulantes en el tejido tales como
interleucina-6 y factor de necrosis tumoral (TNF-alfa) 1225

En la disfuncién renal temprana, el TNF-alfa y el estrés oxidante causan expansion del
volumen intravascular al reducir la excrecién renal de sodio. La retencion del fluido y la presién
elevada en los vasos renales incrementa las concentraciones intrarenales y sistémicas de Ang
Il y se estimula el SNS, posteriormente se genera una disminucion de la tasa de filtrado
glomerular y se promueve la expresion de las citocinas inflamatorias 33. El TNF-alfa y la IL-6
promueven la acumulacién de células inflamatorias en el intersticio renal al incrementar la
expresion de la proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1), la molécula 1 de adhesién
intercelular ICAM-1 y la molécula 1 de adhesién vascular VCAM-1 3435 Ademas, se conoce
que el TNF-alfa influye en el dano glomerular asociado con glomerulonefritis al regular la
apoptosis celular de las células del mesangiales glomerulares 4. La inflamacion se origina por
multiples factores entre los que destacan la depuracién inadecuada de citocinas inflamatorias,
ROS, aumento de toxinas urémicas, factores neurohumorales y algunas comorbilidades (por
ejemplo: diabetes) 7.

Activacion del Sistema Renina-Angiotensina- Aldosterona (SRAA)

El papel de SRAA en el SCR es complejo. La angiotensina Il (Angll) es el péptido bioactivo
primario y actua via el receptor de Angll tipo I, lo que ejerce efectos intracelulares. Al activarse
excesivamente en presencia de insuficiencia cardiaca, el SRAA contribuye con el incremento
de hipertrofia cardiaca, inflamacion, fibrosis, apoptosis y estrés oxidante 2 (a través de la

activacion de NADPH oxidasa), con la creciente formacion de especies reactivas de oxigeno



(ROS) y disfuncién endotelial '. Ademas esta activacion prolongada conduce a la retencion de
sodio generando una sobrecarga del volumen adicional y remodelacion cardiaca °.

Otro de los problemas asociados a la activacion cronica del SRAA, es que la Angll estimula la
produccion de aldosterona ', la cual se ha mostrado que promueve el aumento de los niveles
de galectina-3 en el corazon y el rifion'36, Esta proteina se encuentra distribuida en diferentes
tejidos y se produce de forma fisioldgica por macréfagos, células endoteliales y células
epiteliales como las del colon, mama y riidn . La galectina-3 incrementa la expresion de
colageno tipo | y tipo lll y juega un papel importante en las interacciones entre células,
crecimiento celular, transformacién neoplasica, metastasis, regulacion del ciclo celular,
apoptosis y reparacion del dafio celular. De tal forma que la sobre-regulacion de galectina-3
contribuye al desarrollo de fibrosis e inflamacion cardiovascular y renal 23,

La activacion crénica del SRAA favorece la disfuncion simultanea del corazén vy rifidn, de
tal manera que la disminucion del rendimiento cardiaco en la insuficiencia cardiaca conduce a
la hipoperfusion renal 2, esto activa de nuevo al SRAA y el sistema nervioso simpatico
repitiendo un ciclo en forma de “circulo vicioso” y como consecuencia hay un aumento en el
estrés oxidante que resulta en una concomitante disfuncién endotelial 2>34, La causa de estos
cambios, se debe a que la Angll activa la NADPH oxidasa cardiaca y renal y por consiguiente,
las especies reactivas de oxigeno (ROS) conducen a la reduccion de la biodisponibilidad de

oxido nitrico e inducen vasoconstriccion?.

Cambios en la hemodinamica renal

El mantenimiento de la homeostasis cardiaca, depende de diversos mecanismos de
regulacion, entre ellos se encuentra el SRAA y mecanismos neurohormonales 2°. En el caso
de una activacion prolongada del SRAA, se conduce a la progresion de la falla cardiaca,
remodelacién miocardica, fibrosis y necrosis del miocardio 3’. Estos cambios se atribuyen
como uno de los factores principales en el SCR, ya que la existencia de una falla en el corazon
impide mantener el rendimiento cardiaco y esto resulta en la reduccién de la perfusion de los
organos periféricos %', lo que, incide en la disminucion del flujo sanguineo renal (FSR).
Ademas se ha visto que la disminucién de la perfusion renal es un factor principal de la

reduccién de la tasa de filtracion glomerular en pacientes con insuficiencia cardiaca 724,



Por otra parte, la insuficiencia cardiaca procede hacia la activacion compensatoria de
barorreceptores e incrementa la actividad simpatica, lo que preserva el rendimiento cardiaco
pero a la vez, genera efectos adversos como la funcion exagerada del sistema simpatico 6,
apoptosis, necrosis de cardiomiocitos y arritmias a largo plazo 25.

También se ha mostrado que la disminucion de la perfusion renal, es un determinante
principal de la reduccion en la tasa de filtracion glomerular (TFG) en los pacientes con falla
cardiaca lo que contribuye al incremento de la creatinina y de la albumina en la orina '3. En
consecuencia, la disminucion de la TFG en pacientes con falla cardiaca se relaciona
inversamente a la presion venosa central (PVC) .

El incremento de la PVC, cuando la presién arterial sistémica (PA) no cambia, conduce a
la disminucién del gradiente de presion a través del glomérulo y la subsecuente disminucion
del flujo sanguineo renal (FSR), también incrementa la presién hidrostatica en el rifion y
subsecuente hipoxia y activacion de SRAA. Se propone que la PVC y la TFG, tienen una
relacion bidireccional puesto que el dafio en la funcién renal puede conducir a la retencién de

agua y sal, lo que genera un incremento en la PVC.

Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO), es una molécula de sefializacion de vida corta que se sintetiza en
células endoteliales por la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS). El NO juega un papel
importante en mantener la homeostasis cardiovascular al influir en el tono vascular, la
proliferacion de células del musculo liso, adhesiéon y migracion de leucocitos y la agregacion
plaquetaria.

La actividad de eNOS se modula por interacciones proteina-proteina; en condiciones
inactivas, eNOS es anclada a la caveola de la membrana plasmatica a través de la N-
miristoilacion y plamitolacion del N-terminal de cisteina y se mantiene en un estado inhibido a
través de su interaccion con caveolina-1 . Tras la estimulacion con varios agonistas
mobilizadores de calcio e in6foros (p. ej. ionomicina), la unién a caveolina-1, se desplaza por
calmodulina activada por calcio (CaM), esto resulta en un cambio conformacional que
promueve el flujo de electrones dependiente de la NADPH a la porcion hemo y esto incrementa
la sintesis de NO. Otro regulador crucial de la eNOS es la actividad de la chaperona molecular

Hsp90 (proteina de choque térmico 90). La union basal de Hsp90 a la eNOS aumenta en las

10



células endoteliales '° por distintos estimulos como: el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), histamina, estrégenos y estrés celular. La unién de Hsp90 induce un cambio
conformacional que promueve la actividad de eNOS y esto incrementa la produccion de NO.
Aunado a esto, Hsp90 es un andamio para el reclutamiento de otras proteinas que regulan la
actividad de eNOS, como las proteinas quinasas Akt. Akt fosforila la eNOS en Ser-1177 en el
C-terminal del dominio reductasa, lo cual incrementa el flujo de electrones y aumenta la
sensibilidad de CaM 121819,

La eNOS es importante para mantener la homeostasis cardiovascular y se le ha atribuido
un efecto protector ya que se involucra en la relajacion vascular y en contra de la remodelacion
vascular patologica, hipertension y arterosclerosis. En estudios clinicos, se ha observado que
los pacientes con ERC y falla cardiaca tienen niveles reducidos de oxido nitrico y niveles
aumentados de citocinas pro-inflamatorias. Se ha sugerido que la reduccion en la
vasodilatacion y la presencia de inflamacion vascular cronica podrian ser responsables de las
alteraciones cardiacas, sin embargo, esto ultimo aun no se ha estudiado con detalle 2",

Un hecho que resalta la importancia del NO para mantener una funcion cardiaca adecuada,
es el fenotipo de los animales genéticamente deficientes de la sintasa de éxido nitrico
endotelial (eNOS). Los ratones deficientes para eNOS desarrollan hipertrofia y disfuncion
cardiaca %°. Ademas, en ratas con nefrectomia subtotal, se ha visto que la inhibicion de eNOS
con N-nitro-L-arginina disminuye el NO y agrava la disfuncién renal, lo que induce

posteriormente disfuncidén endotelial 1.

Estrés oxidante

El estrés oxidante se produce cuando existe un desbalance entre la generacién de ROS y
la defensa antioxidante. Las ROS, se producen como resultado de reacciones REDOX en las
células y se han reconocido como los mediadores principales del envejecimiento celular,
incremento en la produccién de citocinas inflamatorias como TNF-a, TGF-3, IL-1 e IL-6 y la
disfuncion del érgano asociado °. Adicionalmente, el incremento de ROS genera disfuncion
endotelial, ya que estas pueden reaccionar con el NO, generando peroxinitrito (ONOO") y
disminuyendo la biodisponibilidad de NO. Esto genera que se afecte la perfusion renal y se
permita la agregacion plaquetaria. En pacientes con falla renal o cardiaca, se ha visto un

incremento de estrés oxidante y reduccién en la disponibilidad de NO que posteriormente
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repercute en una menor vasodilatacion y reduccién de la perfusion renal 2%, Ademas, el dafio
endotelial causado por estrés oxidante genera la acumulacion de lipoproteinas de baja
densidad oxidadas, lo cual, es un potenciador del desarrollo de arterosclerosis &°. Se ha visto
que la incubacién de miocitos ventriculares de rata con peroxido de hidrogeno (H202) genera
disfuncién de la contractilidad y remodelacién cardiaca 2. Los niveles incrementados de ROS
pueden estimular la produccion de mediadores pro-inflamatorios como interleucina- 6 (IL-6) y

TGF-B; principales mediadores de fibrosis renal y cardiaca 2525,

Modelos experimentales de sindrome cardiorenal tipo IV

El presente proyecto se enfocara en estudiar el SCR tipo IV en el cual, la enfermedad renal
cronica (ERC) contribuye al desarrollo de disfunciéon cardiaca crénica '2°. Se han realizado
diferentes modelos de estudio con animales para estudiar la fisiopatologia del SCR vy los
posibles conectores responsables de la comunicacion entre el rindn y el corazon, sin embargo,
estos modelos presentan limitaciones como la incapacidad de abordar la funcion del érgano
de interés o que el modelo utilizado no simula las caracteristicas que aparecen en el SCR en
humanos. Especificamente, la principal limitante que hemos detectado es que en estos
modelos se combinan estrategias para inducir disfuncién renal y cardiaca, lo cual genera
confusion dado que muchos de los efectos producidos no se pueden atribuir a los conectores
cardiorenales, si no al dafio directo que se induce en ambos 6rganos .

Las estrategias experimentales mas utilizadas para inducir dafo o falla renal, se basan en
la reduccion de tejido renal viable en diferentes formas, (nefrectomia (NX) y nefrectomia
subtotal (SNX) 525 Para el caso de la induccion de disfuncion cardiaca, se puede provocar
la sobrecarga del volumen o presion, infarto/isquemia miocardico, administracion de agentes

toxicos y estimulacion ventricular rapida 1.38-40

Nefrectomia unilateral mas infarto miocardico

En el modelo de nefrectomia unilateral (UNXx), se remueve uno de los riflones sin un incremento
substancial en la proteinuria o cambios histolégicos en el rifion remanente '3. En el modelo de
UNXx, adicionalmente se puede inducir infarto miocardico (IM) una semana después, por
ligamiento de la arteria coronaria izquierda. En este modelo conjunto, se ha observado
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disfunciéon renal acelerada evidenciada por el incremento en los niveles de proteinuria,
creatinina y glomeruloesclerosis focal, fibrosis y expansion de la matriz mesangial '. Se ha
mostrado, que un dafio cardiaco mas prolongado, incrementa de forma progresiva el dafio
renal y estas alteraciones se atribuyen a los cambios hemodinamicos 4'. En ratas con IM, la
severidad de la disfuncion ventricular y los subsecuentes cambios hemodinamicos dependen
de la severidad del infarto. Es importante destacar que dentro de las alteraciones
cardiovasculares en este modelo se encuentra, un incremento de la presién arterial sistémica
y del peso total del corazén, pero no se observa incremento significativo de la presion diastolica
final (principal determinante de disfuncion cardiaca), ni del péptido natriurético cerebral (BNP /

marcador de disfuncion cardiaca).

Nefrectomia subtotal (SNx)

La nefrectomia subtotal o nefrectomia 5/6 es un modelo establecido de falla renal
progresiva 24 en el que se realiza la escision de una quinta parte de la masa renal total y debido
a esto, se logra inducir un modelo de falla renal progresiva donde al disminuir el numero de
nefronas funcionales se presentan anormalidades permanentes en el riAdn como
glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial (complicaciones similares a humanos) *, sin embargo
es un modelo altamente variable con respecto al grado de progresion de la falla renal 4.
Respecto al dafio cardiovascular en este modelo se ha observado que la remodelacion
cardiaca patoldgica incluye cambios en la arquitectura del tejido, proporcion miocitos/
capilares, incremento de fibrosis y apoptosis. No se observa hipertension pero si disfuncion
diastolica temprana vista ademas con el incremento en el peso del corazdn (corregido por peso
corporal) ?° sin embargo los cambios observados no son tan marcados.

Otra modalidad para empeorar la severidad del dafno cardiovascular en este modelo de
SNx consiste en inhibir a las sintasas de 6xido nitrico (NOS) mediante la administracion de N-
nitro-L-arginina 2> para promover una reduccién en la produccion de NO e incremento del
estrés oxidante. En este modelo, posterior a la inhibicidn de las NOS se exacerba la hipertrofia,
disfuncion cardiaca y el dafo glomerular. Ademas se ha visto, que la combinacion de SNx
con la inhibicion de las NOS conduce a la disfuncion cardiaca severa con el incremento de la
presién sanguinea, mayor volumen diastdlico final, disminucion de la fraccion de eyeccion,

congestion, incremento de fibrosis cardiaca e hipertrofia de miocitos '. Con respecto a la
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funcién renal, este modelo resulta en el aumento de urea y creatinina en sangre, asi como,
proteinuria. A nivel histolégico se ha determinado el incremento de glomeruloesclerosis focal y
lesion tubulointersticial.

Es interesante mencionar una variante de este modelo, '7 en la cual se indujo IM agudo
(por ligamiento de la arteria la arteria coronaria anterior descendiente izquierda) generando
disfuncion ventricular izquierda. Dos semanas después del IM, se realizé nefrectomia subtotal.
En este experimento, se tuvo una supervivencia del 70% en los animales que fueron sometidos
a SNx, la disfuncion renal se valido por el aumento de creatinina y medicion del nitrogeno
ureico en sangre (BUN). En el grupo de SNx, el peso renal disminuyé respecto a los controles.
En el caso del grupo donde ademas se indujo IM, el peso renal fue ligeramente mas alto,
comparado con el grupo control. El peso cardiaco respecto al peso renal fue significativamente
mas alto, por lo que se pone de manifiesto que la ERC a corto plazo es suficiente para inducir

cambios patoldgicos en el corazén.

Falla cardiaca cronica complicada con falla renal causada por tres-cuartos de nefrectomia e

inyeccion de isoprenalina

En este modelo se sometid a las ratas a remocion del polo inferior del rifidn izquierdo y una
semana posterior a la cirugia inicial, se les removié totalmente el riidn derecho. Posteriormente
se les aplicé una inyeccion subcutanea de isoprenalina (100mg/kg/peso corporal) y se realizd
un seguimiento por cuatro semanas. En este modelo de disfuncion cardio-renal, se observaron
caracteristicas generales como: oscurecimiento del pelo, reduccion del apetito, disminucion
del peso corporal, movimientos deficientes, asma, edema, entre otros. Ademas, se observd
insuficiencia cardiaca, que se caracterizd6 por una disminucién de la presion sistolica del
ventriculo izquierdo, incremento de la presién diastdlica del ventriculo izquierdo aunado a un
incremento significativo de los niveles de BNP y Ang Il en suero y disminucién del peso renal.
También se mostré el desarrollo de hipertrofia de cardiomiocitos con células miocardicas con
mayor grosor, distribucion desigual y fibrosis miocardica. Respecto a la funcién renal hubo un

incremento en los niveles de creatinina, proteinuria y albuminuria 3.
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Toxicidad por adriamicina

Un modelo en el que no se realiza intervencidn quirurgica, es la utilizacion de adriamicina
(doxorrubicina), un quimioterapéutico que genera toxicidad renal y dafio cardiaco 25. Este
modelo simula las caracteristicas del SCR visto en humanos respecto a la falla cardiorenal
funcional con el aumento de dano endotelial, fibrosis e inflamacion, asi como, fibrosis,
glomeruloesclerosis y lesién tubulointersticial. Sin embargo, la dosis requerida para inducir
cardiomiopatia es mucho mas alta en comparacion a la disfuncion renal severa resultante.
Aunado a esto, se pone en duda este modelo debido a que muchos de los efectos producidos
en la interaccidon se pueden atribuir a la toxicidad de la adriamicina y no precisamente a los

conectores cardiorenales 3°.

Toxicidad por 6-aminopurina

Nakano et al.?*, describen otro modelo de estudio en ratas a las que se les dio una dosis
oral de adenina (6-aminopurina) la cual posteriormente se metaboliza a 2,8- dihidroxiadenina,
ésta se precipita y forma cristales tubulares lo cual conduce a falla renal cronica. En este
modelo se observé un incremento en la creatinina de las ratas con falla renal cronica, respecto
al grupo control. Ademas, las ratas con ERC mostraron una funcion sistélica preservada, pero
disfuncion diastélica y una disminucién en la velocidad de llenado ventricular. Adicionalmente

no se encontro fibrosis miocardica, pero si presencia de apoptosis (técnica: TUNEL-positiva).

ANTECEDENTES

En este proyecto se estudiara el SCR tipo IV utilizando un modelo de ERC inducida por un
episodio de isquemia/reperfusion (IR) renal. Este modelo nos permitira estudiar el curso
temporal de las alteraciones que conllevan al dafo del érgano distante en cuestion. En
particular nos interesa estudiar las consecuencias cronicas de un episodio de IR renal ya que
la lesion renal aguda (LRA) inducida por IR renal es una complicacion frecuente en los
pacientes hospitalizados (5-10%) y en aquellos pacientes que se encuentran en unidades de
terapia intensiva (40-80%) >'4.

Diferentes causas como: la pérdida abrupta de sangre (trauma), disminucion de la presion

arterial, sepsis y deshidratacién inducen la restriccion o impedimento de la irrigacion sanguinea
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y la correcta perfusion del rifién '-4. Posterior a esto, el rifidn comienza a presentar alteraciones
como: dafio en las células tubulares (principalmente del segmento S3 del tubulo proximal),
alteracion del fenotipo celular tubular (desprendimiento de la membrana basal tubular, pérdida
del borde en cepillo de las células del epitelio tubular proximal ® muerte celular por apoptosis o
necrosis), rarefaccién vascular (en relacion con la pérdida de interacciones endotelio-pericitos)
6 activacion de procesos inflamatorios "° y mal adaptaciones de las células epiteliales

tubulares como arresto en la fase G2/M del ciclo celular 10 5.

La ERC, es una condicion clinica que resulta en la pérdida progresiva de la funcion renal,
se asocia con multiples etiologias y presenta alteraciones histologicas similares como fibrosis
tubulo-intersticial y esclerosis glomerular’. El desarrollo de ERC, posterior a LRA inducida por
IR, se caracteriza por el incremento progresivo en los niveles de proteinuria (presencia de
proteinas en orina), disfuncion renal, disminucién de la TFG, lesién de los podocitos (se
asocian en la formacion de la barrera de filtracion y funcién del glomérulo), hipertrofia y
esclerosis glomerular -3, Estas condiciones, inducen la destruccion progresiva de las
nefronas y la falla o insuficiencia irreversible de la funcién renal por lo que los pacientes

requieren de dialisis, hemodidlisis o trasplante renal para sobrevivir 1415,

En estudios de nuestro laboratorio, se ha demostrado que un episodio de LRA inducido por
IR renal es suficiente para que los animales desarrollen ERC. La transiciéon de LRA a ERC
después de cinco meses se caracterizd por el desarrollo de hipertrofia renal, disfuncion renal,
hipertrofia glomerular, glomeruloesclerosis, atrofia tubular y fibrosis tibulo-intersticial '°. Estas
alteraciones funcionales y estructurales, se asocian con un aumento en el estrés oxidante,
inflamacion y activacion de la via del factor de crecimiento tumoral- beta (TGF-3). También se
ha encontrado que las ratas que desarrollan ERC inducida por LRA, al quinto mes, presentan
hipertrofia cardiaca, aumento en la expresion de colagena e interleucina-6 de manera
independiente a los niveles de presion arterial, los cuales no se ven modificados (datos no
publicados).

Sin embargo, desconocemos el momento preciso, en el que, los animales comienzan con
el desarrollo de alteraciones cardiovasculares a lo largo de la progresion de la ERC vy los
mecanismos moleculares involucrados. Debido a que en los modelos animales de ERC asi

como en los pacientes con ERC se ha mostrado el desarrollo de disfuncién endotelial y
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reduccién en la produccién de 6xido nitrico (NO) 1618, resulta interesante estudiar el efecto de
la disfuncion endotelial sobre la induccion de alteraciones cardiovasculares en el curso de la
ERC.

Como se menciono, en estudios clinicos se ha observado que los pacientes con ERC y
falla cardiaca tienen niveles reducidos de 6xido nitrico y niveles aumentados de citocinas pro-
inflamatorias. Se ha sugerido que una reduccién en la vasodilatacion aunado a la presencia de
inflamacion vascular crénica podria ser responsables de las alteraciones cardiacas %19, sin
embargo, esto ultimo aun no se ha estudiado con detalle. Un hecho que resalta la importancia
del NO para mantener una funcion cardiaca adecuada, es el fenotipo de los animales
genéticamente deficientes en sintasa de o6xido nitrico endotelial (eNOS). Los ratones
deficientes para eNOS desarrollan hipertrofia y disfuncién cardiaca %°.

La pérdida de la funcion del endotelio precede a la enfermedad vascular y se piensa que
es un evento detonante. El 6xido nitrico es una molécula clave en la funcion endotelial. EI NO
derivado de la eNOS juega un papel importante en mantener la homeostasis cardiovascular a
través de modular el tono vascular 2, la proliferacion de las células de musculo liso, la
migracion y adhesién de leucocitos asi como la agregacién plaquetaria 8.

La regulacion de la actividad de la eNOS es critica para mantener la funcién de los vasos
sanguineos. La actividad de eNOS y su capacidad de generar NO es finamente regulada. A
pesar de que la actividad de eNOS esta acoplada a cambios en los niveles de calcio
intracelular, un aumento en la concentracion de calcio no es suficiente para afectar la actividad
de la enzima ya que la unién de calmodulina y el flujo de electrones del dominio reductasa a
dominio oxigenasa de la enzima es dependiente de la fosforilaciéon y de fosforilacion de la
proteina. En particular el residuo de Ser-1177 en el dominio reductasa y un residuo de Tre-495
localizado en el dominio de unién a calmodulina, parecen ser de suma importancia en la
regulacion de la actividad de la enzima. Las proteinas que se asocian a eNOS, como la
caveolina y la proteina de choque térmico 90 son también de suma importancia para su
regulacion. Alteraciones en la senalizacion de eNOS/NO pueden contribuir al desarrollo de

diversas patologias cardiovasculares 20-22

Investigar y explorar modelos experimentales adecuados al escenario clinico para examinar

mecanismos y estrategias terapéuticas potenciales en el contexto del SCR tipo IV, podran
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ayudar a desarrollar estrategias terapéuticas importantes ya que este representa serios

problemas de salud en todo el mundo.

JUSTIFICACION

Como se menciond anteriormente, el presente proyecto se enfocara en estudiar el SCR
tipo IV. Este sindrome, representa un problema de salud publica con una frecuencia cada vez
mayor, lo cual, es preocupante debido al alto costo que implica para los sistemas de salud y la
calidad de vida reducida en el paciente. El conocer a fondo cuales son las vias de sefializacion
involucradas en la comunicacion entre el corazon y el rindn nos permitira desarrollar
estrategias farmacoldgicas especificas para el tratamiento de las alteraciones en ambos

organos.

HIPOTESIS

La progresion de la enfermedad renal cronica inducida por isquemia/reperfusion renal, se
asociara con hipertrofia cardiaca, desarrollo de fibrosis y alteraciones en la via de senalizacion
de NO/eNOS.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar las alteraciones cardiovasculares en un modelo de enfermedad renal cronica inducida

por isquemia/reperfusion.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar el curso temporal de la aparicion de hipertrofia cardiaca y fibrosis en ratas con
progresion a enfermedad renal cronica.
2. Investigar las alteraciones cardiacas en la via de sefalizacion de NO/eNOS encontradas

en ratas en el modelo de progresion de lesion renal aguda a enfermedad renal crénica.
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MATERIAL Y METODOS

Protocolo experimental

Todos los procedimientos en animales fueron aprobados por la Comision de Investigacion
en Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran con el
numero de protocolo NMM-1845-16/18-1. Se utilizaron 50 ratas Wistar macho con un peso
aproximado de 300 gy se dividieron en los siguientes grupos: 1) ratas con cirugia falsa (control)
y 2) grupo sometido a isquemia/reperfusion (IR) de 45 minutos. Se estudiaron 10 animales (5
del grupo sham y 5 del grupo IR), por periodos de 30, 60, 90, 120 y 150 dias como se muestra
en la Figura 2. Al finalizar el periodo de tiempo de seguimiento, los animales fueron sacrificados

y se obtuvieron diferentes parametros como se describe posteriormente.

IR 45 min Seguimiento (dias)
Wistar Macho 1 1 1
0 30 60 90

Sham | [ n= |

n=5 |
n=9 |
n=5

1€

T T
120 150

n=5

Figura 2. Protocolo de la agrupacién y periodo de estudio de los animales, grupo con cirugia falsa
(sham) (blanco) y grupo con Isquemia reperfusion renal bilateral (IR) (rojo).



Modelo de isquemia/reperfusion

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico a una dosis de 30 mg/Kg (este
anestésico fue utilizado porque no altera la presién arterial ni la hemodinamica renal). Una vez
que los animales fueron anestesiados, se colocaron en una cama termorregulada para
mantener la temperatura adecuada (en la rata es cercana a 37 °C). Posteriormente, se realizé
laparotomia para acceder al retroperitoneo y se disecd el paquete vascular renal de forma
bilateral. Se interrumpié el flujo sanguineo a los rifiones mediante la colocacion de un clip en
cada paquete vascular durante 45 minutos. Después del periodo de IR, los clips vasculares
fueron retirados y se verificd la reperfusion de los rinones visualmente. Los animales fueron
suturados de la pared abdominal con vicryl 3-0 y de la piel con seda 3-0. Las ratas se dejaron
evolucionar segun el periodo de tiempo al que correspondian. Los animales sometidos a
cirugia falsa (control), se manipularon de la misma forma que los que fueron sometidos a IR,

pero sin la colocacién de los clips.

Mediciones fisioldégicas

Los animales se colocaron en jaulas metabdlicas para la recoleccion de orina de 18 h,
después de la cirugia y cada 30 dias. En la recoleccion se cuantificé el volumen urinario y en
la orina colectada se determind la excrecion urinaria de proteinas mediante el método de
turbidimetria con Acido tricloroacético (TCA) 2. Al finalizar el periodo experimental se
obtuvieron los siguientes parametros; flujo sanguineo renal, presién arterial media y se
realizaron las eutanasias correspondientes. Posteriormente se obtuvo el peso del corazén y
rindn.

Presion arterial media

La presion arterial se midio a través de la colocacién de un catéter de polietileno (PE-50),
conectado a un transductor de presion (modelo p23 db, Gould). La presién arterial, se registro
en un poligrafo (Grass Instruments, Quincy, MA), cada dos minutos, en un intervalo de 10

minutos tanto para el grupo Sham como el de IR.
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Flujo Sanquineo Renal (FSR)

Para la determinacién del FSR se realizé una incision media en el abdomen, se disecé la
arteria renal izquierda y se coloco una sonda ultrasénica conectada a un flujdbmetro (Transonic

System) en el que se registré en forma continua durante 10 minutos el FSR.

Estudios Bioquimicos y Moleculares

Se extrajo el corazén, se congeld en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C hasta su

procesamiento.

Analisis de Western Blot

Las proteinas de corazén fueron extraidas por homogenizacion del tejido en 4 volumenes
de buffer de lisis (5 ml de HEPES pH=7.4, 5ml de NaCl 5 M, 1ml de EDTA 0.5 My 100 pl de
IGEPAL CA-630), los homogenados fueron centrifugados a 13,000 rpm por 15 min a 4°C, se
retiraron los restos celulares y se recupero el sobrenadante. La concentracidén de proteinas se
determiné por el método de Lowry. Se cargaron 50 ug de proteinas en un gel SDS-PAGE al
8.5%. Posteriormente, se transfirieron a una membrana PVDF, y se incubaron con anticuerpos
especificos para Colagena | (Santa Cruz, sc-8784), BNP (ab19645), eNOS-total (Abcam, ab-
138430) y su fosforilacion en la Tre-495 (Cell signaling, 9574S). También se estudid la
expresion de la proteina de choque térmico de 90 kDa alfa y beta (Hsp-90a (Abcam, ab-2928-
100) y de Hsp-90B (Abcam, ab-2927). La proteina GAPDH se utiliz6 como control de carga. La
cantidad de proteina se detecté mediante un ensayo de quimioluminiscencia por radiografia

de las bandas y se cuantificaron por analisis densitométrico.

Inmunoprecipitacion

Para inmunoprecipitar a la proteina eNOS, se utilizaron perlas de agarosa acopladas a
proteina A (Sigma). Se incubaron 200 pg de proteina de cada rata con 4 ug de anticuerpo anti-
eNOS (BD Transduction Laboratory) durante una noche a 4 °C). Posteriormente se afiadieron

60 pL de las perlas acopladas a proteina A y se incubaron durante dos horas mas. Se
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realizaron 3 lavados con PBS. Para eluir las proteinas inmunoprecipitadas se afiadieron 80 [JL
de buffer Laemmli y las proteinas se incubaron a 95 °C durante 10 minutos. Posterior a la
elucién, las proteinas se separaron por electroforesis en gel SDS-PAGE al 8.5% y se
transfiieron a membranas de PVDF para someterlas a western blot con anticuerpos

especificos para Hsp90a, Hsp90§.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron por una prueba t de Student, comparando cada
grupo de IR con su grupo control de cada mes. En el caso del seguimiento de la proteinuria los
datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias. Las diferencias estadisticamente
significativas se tomaron cuando la p alcanzé un valor menor a 0.05. Los datos se presentan
como el promedio * el error estandar. Se utilizd el programa Graphpad Prism 6.0 para la

representacion de los datos y los analisis estadisticos.
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RESULTADOS

Modelo de transicion de lesion renal aguda a enfermedad renal cronica.

Nuestro modelo para estudiar las alteraciones cardiovasculares en el curso de la ERC
consistio en la induccién de IR renal bilateral y seguimiento de los animales por 5 meses. Para
poder estudiar el curso temporal de la aparicion de hipertrofia cardiaca y fibrosis en ratas con
progresion a enfermedad renal cronica se incluyeron 25 ratas con cirugia falsa (Sham) y 25
ratas con IR. La sobrevida en los grupos con isquemia renal fue del 70%. Las ratas que no
sobrevivieron fueron sustituidas hasta completar la cantidad de 25 ratas con IR. De las 25 ratas
de cada grupo, cada mes se tomaron cinco ratas Sham y cinco con IR para realizar los estudios
funcionales y obtener los tejidos para estudios moleculares.

Para corroborar que el grado de dafio renal inicial era similar en las ratas que se siguieron por
1, 2, 3,4 y 5 meses, se determind la excrecion urinaria de proteinas a las 24-h posteriores a la
IR. Como se muestra en la Figura 3, la proteinuria después de 24 horas de inducir la IR mostro
un incremento significativo en las ratas sometidas a IR con respecto a sus respectivos controles

(Sham). El incremento de la proteinuria fue similar en los cinco grupos incluidos.

Proteinuria 24 h post-isquemia
(mg/24h)

*
*
. R
I [ ] Sham
m ] o

1mes 2mes 3mes 4mes 5mes

100+

Figura 3. Proteinuria (mg/24h) a las 24 horas después de la isquemia reperfusion (IR) y cirugia falsa
(Sham) en los diferentes grupos. Los datos se presentan como el promedio * el error estandar.
Significancia estadistica: *p<0.05 IR vs. Sham.
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Para asegurarnos que los animales progresaron a ERC, cada mes se colocaron en jaulas
metabdlicas y se determind la proteinuria en las orinas recolectadas. Como se aprecia en la
Figura 4, la proteinuria se incrementd de forma significativa desde el segundo mes post-
isquemia y ascendio progresivamente hasta el quinto mes de seguimiento, lo que nos habla

de la progresion de LRA a ERC en estos animales.

Proteinuria (mg/24h)

200+
+ =O- Sham

& R
150+

1004

Dias

Figura 4. Seguimiento mensual de proteinurias (mg/24h) a partir del primer mes hasta el quinto mes de
seguimiento en el grupo Control (Sham) y el grupo con IR renal. Los datos se presentan como el
promedio % el error estandar. Significancia estadistica: *p<0.05 vs. Sham de cada mes

Para monitorear la disfuncién renal, determinamos los niveles plasmaticos de creatinina
sérica; producto de desecho que se acumula al existir disfuncién renal. Como se aprecia en la
Figura 52, la disfuncién renal se observé unicamente al quinto mes posterior a la induccién de
la IR renal, con un incremento de creatinina plasmatica del 50%. Estos resultados coincidieron
con la disminucion significativa en los niveles de perfusion renal de las ratas al quinto mes
post-isquemia, como se aprecia en la Figura 5B donde se observan los niveles del flujo
sanguineo renal. Al determinar el peso renal, encontramos que los animales cursan con
hipertrofia renal al primero y segundo mes post-isquemia, lo cual se relaciona con inflamacion

persistente y que es corregida en los meses posteriores (Figura 5C).
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Creatinina Plasmatica Pesorenal / Peso corporal

Flujo sanguineo renal (ml/min / 100g)
0.8 * 35, 0.0064 .

06 20
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Figura 5. Parametros de funcién renal: A) Creatinina plasmatica, B) Flujo sanguineo renal, C)
Peso renal / peso corporal 1, 2,3,4 y 5 meses después de cirugia falsa e IR renal. Los datos se
presentan como el promedio * el error estandar. Significancia estadistica: *p<0.05 vs. Sham
de cada mes.

Alteraciones cardiovasculares en la transicion de LRA a ERC

El primer analisis relacionado con la funcién cardiovascular, fue la determinacion de los
niveles de presion arterial media. Como se muestra en la Figura 62, el analisis de la medicion
de la presion arterial media no mostré diferencias significativas entre el grupo sham y el grupo
con isquemia, en ninguno de los meses posteriores a la LRA. Este hallazgo es importante, ya
qgue nos indica que todas las alteraciones que observamos tanto a nivel renal, como a nivel
cardiovascular son consecuencia exclusiva del insulto isquémico al rinén y no de un fenédmeno
de hipertension croénica.

Para observar el desarrollo de hipertrofia cardiaca en el modelo de ERC inducida por IR,
se registro el peso del corazon en cada uno de los grupos de estudio. El desarrollo de
hipertrofia en el corazén (Figura 6B) se observé a partir del cuarto y quinto mes post-isquemia,
lo que sugiere que las alteraciones cardiovasculares ocurren incluso antes de que la disfuncion

renal sea evidente.
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Figura 6. Presion arterial e
hipertrofia cardiaca: A)
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de cada mes.

Para evaluar el grado de disfuncion cardiaca, determinamos los niveles de la proteina BNP
en los corazones de las ratas de nuestros grupos de estudio. Como se muestra en la Figura 7,
las ratas con progresion a ERC mostraron un incremento significativo en los niveles de esta

proteina hasta el quinto mes de seguimiento.

Figura 7. Niveles de BNP en corazén. Arriba; Western blot de la proteina BNP y gen control GAPDH.
Abajo; Analisis densitométrico. Los grupos de 1, 2, 3, 4 y 5 meses posteriores a la cirugia falsa e IR
renal. Los datos se presentan como el promedio % el error estandar. Significancia estadistica: *p<0.05
vs. Sham de cada mes.
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Otra de las principales alteraciones en el corazén que se han reportado en los pacientes
con ERC es el desarrollo de fibrosis. En este modelo, se evalud la presencia de fibrosis a través
de la determinacién de la cantidad de Colagena | que se encuentra en los corazones de las
ratas en progresion a ERC. En la figura 8, se muestra el analisis de western blot donde
observamos que desde el primer mes post-isquemia las ratas incrementaron el contenido

cardiaco de Colagena |, indicando el desarrollo de fibrosis cardiaca.

|:| Sham

Figura 8. Niveles de Colagena | en corazén. Arriba; Western-blot de Colagena | y gen control GAPDH,
en los grupos Sham (1-5 mes) e IR (1-5 mes). Abajo; Analisis densitométrico. Los datos se presentan
como el promedio * el error estandar. Significancia estadistica: *p<0.05 vs. Sham de cada mes.

Debido a que la reduccién en la biodisponibilidad de éxido nitrico/disfuncion endotelial se
ha sugerido como uno de los posibles mecanismos responsables del desarrollo de las
alteraciones cardiovasculares en el curso de la ERC, nosotros decidimos evaluar el estado de
activacién de la sintasa de 6xido nitrico endotelial a través de determinar los niveles de
fosforilacion de eNOS en la Tre-495, un residuo que se conoce que al estar fosforilado
promueve el desacople de eNOS y por ende la reduccion en la sintesis de 6xido nitrico. Como
se observa en la Figura 9, en los corazones de las ratas con ERC observamos un incremento

en la fosforilacion de la Tre-495 de eNOS, que fue significativo al quinto mes post-isquemia,
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sugiriendo la inactivacion de esta enzima y por ende una reduccidén en la activacion de la

sintasa de 6xido nitrico endotelial.

|:| Sham

Figura 9. Fosforilacién de eNOS en la Tre-495. Arriba; Western-blot para observar la fosforilacién en
la Tre-495 con respecto a eNOS, en los grupos Sham (-5 mes) e IR (1-5 mes). Abajo; Analisis
densitométrico. Los datos se presentan como el promedio * el error estandar. Significancia
estadistica: *p<0.05 vs. Sham de cada mes.

Para investigar si el incremento en la fosforilacion de la Tre-495 de eNOS se debia a
cambios en la expresion de la proteina Hsp90, la cual regula de manera muy fina la actividad
de eNOS, determinamos los niveles de expresién de las isoformas alfa y beta de Hsp90. Como
se aprecia en la Figura 10A, no observamos cambios en los niveles de Hsp90a, ni de Hsp90B

(Figura 10B) a lo largo del seguimiento de los animales.
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Figura 10. Niveles de expresion de Hsp90a y Hsp90pB en corazén A) Western-blot para observar la
expresion de Hsp90a y el gen control GAPDH. Abajo se muestra el analisis por densitometria
de Hsp90a en el grupo Sham e IR. B) Western-blot para observar la expresiéon de Hsp908 y el
gen control GAPDH. Abajo se muestra el analisis por densitometria de Hsp90f en el grupo
Sham e IR. Los datos se presentan como el promedio * el error estandar. Significancia
estadistica: *p<0.05 vs. Sham de cada mes.

Finalmente, debido a que la interaccion entre Hsp90 y eNOS es esencial para la activaciéon
de eNOS, evaluamos el estado de interaccion de eNOS con ambas isoformas de Hsp90
mediante estudios de co-inmunoprecipitacion en el tejido cardiaco. Como se observa en la
Figura 11, encontramos que eNOS tiene una menor interaccién con Hsp90a en las ratas
sometidas a IR desde el 4° mes post-isquemia, sugiriendo que la pérdida de esta interaccion

es responsable de la fosforilacion de eNOS en la Tre-495 y por ende de su inactivacion.
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Figura 11. Co-inmunoprecipitacion que muestra la interaccion entre eNOS y Hsp90a, en el 4° y 5° mes,
posterior a la cirugia Sham e IR. Abajo se muestra el analisis cuantitativo de la densitometria para
estas proteinas. Sham e IR. Los datos se presentan como el promedio * el error estandar. Significancia

estadistica: *p<0.05 vs. Sham.

En el caso de la interaccion con Hsp90B, no encontramos cambios detectables en los

niveles de interaccién con eNOS como se aprecia en la Figura 12.
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Figura 12. Co-inmunoprecipitacion que muestra la interacciéon entre eNOS y Hsp908, en el 4° y 5° mes,
posterior a la cirugia Sham e IR renal. Abajo se muestra el analisis cuantitativo de la densitometria
para estas proteinas. Los datos se presentan como el promedio * el error estandar. Significancia
estadistica: NS (no significativo).

DISCUSION

En el presente trabajo estudiamos algunas de las alteraciones cardiovasculares que
ocurren en un modelo de ERC inducida por LRA. La LRA inducida por IR bilateral, es un modelo
bien establecido que se caracteriza porque después de 24 horas de inducir isquemia de 45
minutos, las ratas desarrollan disfuncién renal y lesion tubular severa '°. Durante la LRA
ocurren anormalidades tubulares y vasculares que toman lugar después de la isquemia y
durante el proceso de reperfusion. La vasoconstriccion intra-renal conduce a una reduccion en
la tasa de filtracién glomerular y congestion vascular, esto genera un fendmeno de hipoxia
cronica que contribuye a que se desencadene dafio en las estructuras renales.

Respecto a las alteraciones renales cronicas que ocurren en el modelo de IR renal bilateral
en la rata, desde los 3 meses posteriores a la induccion de la isquemia, hay dilatacién tubular,
formacion de cilindros, hipertrofia glomerular y fibrosis tubulointersticial extensa. En un

seguimiento mas prolongado (9 meses), se presenta un mayor deterioro de las estructuras
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renales y disfunciéon renal que se caracteriza por una disminucién en el FSR y menor
depuracion de creatinina plasmatica; caracteristicas de la ERC '°. En nuestro modelo de
estudio, a los 5 meses post-isquemia, observamos un aumento de la creatinina plasmatica, lo
que indica la presencia de disfuncién renal. Ademas, observamos una disminucion del FSR en
el grupo con IR, lo que coincide con alteraciones vasculares. Adicionalmente, mostramos que
en los animales que progresan de LRA a ERC, existe un aumento significativo en los niveles
de proteinuria a través de los meses de seguimiento.

Cabe destacar, que el modelo de transicion de LRA a ERC no se habia estudiado en el
contexto de las alteraciones cardiovasculares que se pueden desarrollar durante la progresion
de la ERC, sin embargo, existen estudios en otros modelos de ERC en los que se hace una
asociacién entre la alteracion renal y cardiovascular. Por ejemplo, se conoce que en la
nefrectomia subtotal se acelera la remodelacién patolégica en el rindn después de cuatro
semanas de que se realiza infarto al miocardio y existe un empeoramiento en la fraccién de
eyeccion que se destaca en aquellos animales con dafo renal. Por el contrario, cuando la
nefrectomia subtotal se realiza antes de inducir el infarto al miocardio, el dafio del ventriculo
izquierdo es mayor y se asocia con una menor depuracién de creatinina, menor flujo sanguineo
renal y aumento de proteinuria y glomeruloesclerosis 2°. En el modelo de nefrectomia unilateral
se conoce que ocurre reduccion de la funcién renal sin un incremento en los niveles de
proteinuria 0 cambios histolégicos importantes. Se ha descrito que, en este modelo de
nefrectomia unilateral, al inducir infarto al miocardio, la funcion renal disminuye abruptamente
dependiendo de la duracion del infarto. Este dafio en la funcidon cardiaca resulta en la
disminucién del flujo renal sanguineo y el mantenimiento de la tasa de filtracién glomerular por
un incremento compensatorio de la resistencia vascular renal, un efecto similar en humanos .

En nuestro modelo de SCR tipo IV, se observo que las ratas no tuvieron modificacion de la
presién arterial, sugiriendo que las alteraciones observadas fueron causa del dafio isquémico
y que no surgen como consecuencia de problemas de hipertensién. Por el contrario, la
presencia de hipertrofia cardiaca medida por el incremento del peso del corazén, estuvo
presente en los grupos con IR, siendo significativa desde el cuarto mes de seguimiento.

La aparicion de las alteraciones cardiovasculares se observé desde el primer mes de
seguimiento de los animales que fueron sometidos a IR de 45 minutos, lo que se infiere por un

aumento en la expresion de la proteina colagena | desde el primer mes post-isquemia, que
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refleja la presencia de fibrosis. En cambio, la disfuncién cardiaca, medida por los niveles de
elevacion del marcador molecular de dano ventricular BNP (péptido natriurético cerebral) fue
evidente hasta el quinto mes de seguimiento. El incremento temprano en los niveles de
colagena |, sugiere que la inflamacion podria jugar un papel importante en etapas tempranas,
puesto que en diversos estudios se ha resaltado la relevancia de una respuesta inflamatoria
exacerbada en el desarrollo de fibrosis cardiaca. El curso normal de la inflamacién incluye la
produccion de citocinas pro-inflamatorias en respuesta a la activacion simpatica y
neurohormonal 43. Ademas, los recursos biolégicos que conducen a la inflamacion cronica en
la transicion de la ERC a falla cardiaca crdnica, no han sido completamente establecidos 93",
Sin embargo, se ha sugerido que la congestion venosa y de los tejidos por la sobrecarga del
volumen, son importantes ya que estimulan la produccion de endotoxinas desde el intestino y
la sintesis periférica y liberacién de mediadores proinflamatorios 3'.

Por otro lado, se conoce que la sintasa de 6xido nitrico endotelial juega un papel importante
en la disfuncion endotelial y cardiaca ya que cuando pierde su interaccién con Hsp90 y/o se
fosforila en la Tre-495, pierde su capacidad para producir NO y se convierte en una enzima
productora del anién superdxido (0O%) 4445, La reduccion en la sintesis de NO y el incremento
en el estrés oxidativo afecta directa e indirectamente al rifidén y al sistema cardiovascular
mediante la alteracion de mecanismos como: reactividad vascular, induccién de
vasoconstriccion, agregacion plaquetaria, afectaciones en la hemodinamica renal, filtracién
glomerular, reabsorcién tubular y secrecion en diferentes segmentos de la nefrona 46. Esto
coincide con un desequilibrio en la homeostasis del organismo, ya que, el corazén depende de
la regulaciéon de sodio y homeostasis de agua y a su vez el rifidn depende del flujo sanguineo
y la presion generada por el corazén °.

El radical NO libre puede formar especies reactivas de nitrégeno, incluyendo peroxinitrito
(ONOO") que se produce por la reaccion de NO con el aniéon superoxido O%, por lo que el
incremento en los niveles de especies reactivas de nitrogeno (RNS) en conjunto con el
incremento de ROS puede contribuir a procesos patolégicos en el sistema renal y
cardiovascular 7. Ademas, se conoce que las especies reactivas de oxigeno ROS generadas
por recursos como la mitocondria y NADPH-oxidasas, se involucran en la transicidon epitelio
mesénquima inducida por TGF-B (citocina pro-fibrotica) 4648 en el contexto de fibrosis, ya que
se asocian vias de sefializacion como Smad, MAPK y P13K 48, La lesién o dafio alteran vias
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de sefalizacion que conducen a apoptosis celular, necrosis, alteracion de la expresion génica,
fibrosis , dafio tisular y funcion renal anormal 194649, Cabe mencionar, que existe una falta de
informacion destinada al estudio del estrés oxidante, debido a la ausencia de modelos
humanos y animales que puedan abarcar el entendimiento de estos mecanismos debido a la
localizacion celular especifica de las ROS y RNS y de su metabolismo e inestabilidad 4.

En nuestro estudio, las ratas que fueron sujetas a IR bilateral, presentaron una mayor
fosforilacién en la Tre-495, la cual se conoce como la fosforilacion inactivante de eNOS, por lo
que se infiere la falta de produccion de NO y por lo tanto mayor vasoconstriccion y
remodelacion vascular. Existen estudios con los que coinciden estos patrones, ya que, se
conoce que los eventos fisiopatolégicos que ocurren durante la LRA, son la afectacién del tono
vascular en parte por la reduccion de NO derivado de eNOS y el dafio endotelial. En este
sentido, Barrera-Chimal et al '°. demostraron que, bajo condiciones isquémicas, las ratas
exhiben disminucién en los metabolitos de NO urinarios, confirmando que la reduccion de NO
contribuye a la fisiopatologia de la IR renal. Ademas, al incrementar la actividad de eNOS con
la transfeccién intrarenal de Hsp90, la produccion de NO es mayor y se confiere una proteccion
en contra de la lesion renal por IR °.

La produccion de NO a través de la eNOS, es un factor relevante para la vasodilatacion,
funcionamiento y angiogénesis del endotelio vascular. La interaccion de Hsp90a y Hsp903 con
eNOS, son imprescindibles para que se permita la correcta asociacion de este complejo y se
promueva la fosforilacion en la Ser-1177 mediada por la cinasa Akt y por lo tanto la formacion
de NO "® manteniendo asi, la homeostasis celular. En condiciones basales, eNOS se encuentra
secuestrada en la caveola, interactuando con Cav1, esta interaccion mantiene eNOS en estado
inactivo. Después de una estimulacién endotelial, ya sea por tension, cizallamiento o calcio
citoplasmatico, la calmodulina se activa, lo cual, a su vez debilita la interacciéon de eNOS-Cav1
y se promueve la activacion a través de la interaccion con Hsp90'2,

En el presente trabajo, observamos que desde el cuarto mes post-isquemia, existe una
reduccion en la interaccion entre la isoforma alfa de Hsp90 y eNOS en el corazén de las ratas
con ERC. Este dato concuerda con el aumento en la fosforilacion de eNOS en la Tre-495 y en
consecuencia su inactivacion y reduccion de la biodisponibilidad de NO. El desacople entre
eNOS y Hsp90 reduce la sintesis de NO y ademas eNOS en ausencia de Hsp90 es capaz de

sintetizar el anién superoxido #°. La relevancia de un funcionamiento adecuado de eNOS para
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mantener la funcién cardiaca, se puso en evidencia en un estudio de Kupatt, et al. °° en donde
se demostré que la sobreexpresion de Hsp90 mediante transfeccién in vivo en un modelo de
isquemia en miocardio, redujo el daio cardiovascular, ya que la expresion de Hsp90 en los
cardiomiocitos promovio una mayor asociacion de eNOS a Hsp90 y se aumenté la fosforilacion
activante de eNOS (Ser-1177) por Akt y redujo la fosforilacién inactivante de eNOS (Tre-495),
por lo que hubo proteccion mediada por la formacion de NO. Esto preservo la funcion de los
cardiomiocitos al prevenir apoptosis y necrosis. En el caso contrario, utilizando L-NAME (N-
nitro-L-arginina metil éster) un inhibidor de la NOS, los efectos conferidos por la transfeccion
de Hsp90 fueron suprimidos y se incrementé el dafio a los cardiomiocitos.

Otro estudio que apoya la relevancia de la eNOS en el desarrollo de alteraciones
cardiovasculares es el de Flaherty et al. ?° donde se reporté que un modelo knockout para el
gen eNOS en ratdn, desarrolla un aumento en la presion cardiaca, hipertrofia cardiaca y aun
mayor hipertrofia en los cardiomiocitos del ventriculo izquierdo. Este fenotipo, ademas se
asocia con modificaciones moleculares en la proteina SERCA2a (bomba calcio-ATPasa) del
reticulo sarcoplasmico a nivel subcelular y el aumento de TNF-alfa que se relaciona con
inflamacion, por lo tanto, estos animales presentan alteraciones cardiacas importantes,
debidas a la ausencia en la produccion de NO por la eNOS. En relacion con estos hallazgos,
recientemente un estudio de Campedelli, et al. 5, demostré que la presencia de una variacion
polimorfica del gen de eNOS determina la produccion, mal funcién y predisposicion de
arterosclerosis en pacientes con esta enfermedad sintomatica, en comparacioén con pacientes
controles sanos en los que no se observo la variacion del gen de eNOS.

Estos datos en conjunto, demuestran que la via de produccion de NO, mediada por la
fosforilacion activante e inactivante de eNOS y adicionalmente su interaccion con las Hsp90,
son necesarias para su correcto funcionamiento y mantenimiento de la homeostasis
cardiovascular. Es interesante mencionar que, en nuestro modelo de ERC, aparecieron de
forma concomitante, alteraciones cardiacas que estan relacionadas con la deficiencia en la

produccion de NO, observadas por el desacople de eNOS-Hsp90.

35



CONCLUSIONES

e Durante la transicion de LRA a ERC se presento hipertrofia, fibrosis y disfuncidn cardiaca
aun antes de que se manifieste la disfuncion renal.

e Las alteraciones cardiacas se asociaron con menor activacion de eNOS, determinada
por un incremento en la fosforilacién de la Tre-495 y por la pérdida de interaccion entre
Hsp90 y eNOS.

e El modelo de ERC es adecuado para el estudio de los mecanismos involucrados en el

desarrollo de las alteraciones cardiacas producidas por una alteracion renal inicial.

PERSPECTIVAS

Una vez establecido que en el modelo de transicién de LRA a ERC se reproducen las
principales alteraciones cardiacas que se observan en los pacientes con ERC y que estas
pudieran estar mediadas por una deficiente activacion de la eNOS, proponemos realizar un
estudio para evaluar el efecto de la inhibicion de eNOS a través del uso de L-NAME vy la
activacién de eNOS con L-arginina en este modelo, para asi poder estudiar mas a fondo el
papel de la eNOS en las alteraciones cardiacas y renales durante la ERC. Ademas,
pretendemos realizar evaluaciones con diferentes técnicas histolégicas que nos permitan
visualizar mas a fondo las alteraciones que se presentan a nivel celular y estructural en los
tejidos renal y cardiaco. Esto nos permitira sugerir estrategias que interfieran en la regulacion
de las vias para una adecuada sintesis de NO y correcta vasodilatacion, mejorando los
prondsticos en esta condicion clinica. Ademas, utilizando este modelo se propone estudiar el

papel de la inflamacion en el dafio cardiovascular asociado con el desarrollo de ERC.
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