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RESUMEN

Este estudio evaluo si existe un dimorfismo sexual en la transicién de la lesion renal aguda
(LRA) a enfermedad renal crénica (ERC) y el curso temporal de los posibles mecanismos
implicados en la respuesta dimorfica. Ratas hembra y macho fueron sometidas a cirugia
falsa o isquemia/reperfusion (IR) renal de 45 minutos. Todos los grupos se estudiaron a las
24hyl, 2,304 meses después de la IR. Después de 24 h, el grado de LRA fue similar en
hembras y machos, pero las ratas exhibieron menos estrés oxidativo y un mayor contenido
renal de GSH. Después de 4 meses y a pesar de una LRA similar, el grupo de machos
sometidos a IR desarroll6 ERC caracterizada por proteinuria, fibrosis tubulointersticial,
hipertrofia glomerular, aumento del estrés oxidativo y una reduccion de HIFla y VEGF a
partir del primer mes y persistente durante todo el curso de tiempo estudiado.
Curiosamente, el grupo de hembras sometidas a IR no desarrollé6 ERC debido a un menor
estrés oxidativo y aumentos en los niveles de RNAmM de eNOS, TGFp y HIFla desde el
primer mes después de la IR. Adicionalmente, ratas ooforectomizadas sometidas a IR,
desarrollaron ERC después de 4 meses. El blogueo de los receptores de estrégenos en ratas
hembra sometidas a IR no indujo la transicién de LRA a ERC. La castracion en las ratas
macho, evitd la progresion de LRA a ERC; los mecanismos de renoproteccion agudos de
las ratas castradas se relacionaron con una rapida recuperacion del flujo sanguineo renal, asi
como menor inflamacidn y estrés oxidante. El antagonismo de los receptores de andrdgenos
en las ratas macho evito la progresion a ERC. Las hormonas tienen un papel fundamental

en la transicién de la LRA a ERC.
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INTRODUCCION

El rifidn es un érgano de vital importancia, con una compleja estructura adaptada a
varias funciones bioldgicas esenciales. La estructura renal se organiza morfolégicamente a
niveles macro y microscépico de manera altamente diferenciada, determinada por su
funcién. Macroscéopicamente el rifidn consta de corteza, médula y una pelvis que se conecta
con el uréter. La médula se divide en interna y externa. La arteria renal penetra el rifion al
lado del uréter bifurcAndose hasta formar la arteriola aferente que conduce a la red capilar
glomerular™?®. La funcién general del sistema es filtrar aproximadamente 180 litros de
sangre al dia, lo que permite que las toxinas, los productos de desecho metabdlicos y el
exceso de iones se eliminen, mientras se mantienen las sustancias esenciales en la sangre.
De esta forma, el rifion regula la osmolaridad del plasma mediante la modulacion de la
cantidad de agua, solutos y electrolitos en la sangre, ademas de asegurar el equilibrio
acido-base a largo plazo. El rifion es un drgano enddcrino, pues produce eritropoyetina que
estimula la produccién de glébulos rojos, asi como de renina para regular la presion arterial,

ademas de convertir la vitamina D a su forma activa®.

Para llevar a cabo estas funciones, el rifién esta organizado en aproximadamente un
millén de unidades funcionales denominadas nefronas®. La nefrona est4 funcionalmente
subdividida en una unidad de filtracion llamada glomérulo y un compartimento de
reabsorcion tubular segmentado. EIl glomérulo estd formado por cuatro diferentes tipos
celulares: células endoteliales glomerulares, podocitos, células mesangiales y células
epiteliales parietales. La matriz extracelular que comparten los podocitos y las células
endoteliales se denomina membrana basal glomerular, que junto con estas células

constituyen las tres capas distintivas de la barrera de filtracion glomerular. EI mesangio



proporciona un soporte al sistema vascular glomerular y las células epiteliales que forman
la cdpsula de Bowman. El filtrado urinario primario se colecta en la capsula de Bowman y
se vacia a través de una serie de tubulos epiteliales conectados que inician desde los tabulos
proximales, el asa de Henle, los tubulos distales y finalmente un tabulo colector. Los
tubulos de las nefronas y el tubulo colector expresan varios canales ionicos y de agua, asi
como transportadores que ayudan a concentrar y ajustar la composicién del filtrado urinario
por reabsorcion y secrecion. Este Ultimo paso es vital para la conservacion de fluidos,

mantenimiento del balance electrolitico y reabsorcion de glucosa’.
La lesion renal aguda

La lesion renal aguda (LRA), que antes se conocia como "insuficiencia renal
aguda”, se describe como una disminucion rapida (que varia de horas a dias) en la funcién
renal, medida por el incremento en la creatinina sérica y a menudo acompafiada por la
disminucion en el volumen de orina. Las guias KDIGO (por sus siglas en inglés: Kidney
Disease Improve Global Outcomes) definen la LRA como un incremento en la creatinina
sérica >0.3 mg/dl en 48h 6 >50% en 7 dias y se clasifica en 3 estadios: 1) incremento de la
creatinina sérica en 48h >0.3 mg/dl o 1.5 a 1.9 veces el valor basal, o un volumen urinario
menor a 0.5 ml/kg/h por 6-12h; 2) incremento > a 2-2.9 veces el nivel basal de creatinina
sérica o un volumen urinario menor a 0.5 ml/kg/h por >12h; y 3) incremento > a 3 veces el
nivel basal de creatinina sérica o al menos 4 md/dl o terapia de reemplazo renal o un
volumen urinario menor a 0.3 ml/kg/h por >24h o anuria >12h° La LRA se caracteriza por
dafo al epitelio tubular renal, inflamacion y disfuncion vascular. El dafio y la muerte de las

células tubulares son considerados los eventos predominantes de la LRA. La regeneracién y



reparacion tubular son los principales eventos en la recuperacion del rifion despues del

dafio’.

La LRA es un sindrome de etiologia multifactorial y clinicamente se divide en pre-
renal, renal y post-renal. La forma prerenal esta caracterizada por una disminucion de la
perfusion renal, lo que ocaciona un decremento de la tasa de filtracion glomerular (TFG),
sin dafio al parénquima renal. Las principales causas son hipovolemia por diarrea,
hipotensién, vémito, hemorragia, quemaduras, sudoracion excesiva, poca ingesta oral,
disminucion de la resistencia vascular y vasoconstriccion renal. Las causas de LRA
postrenal estan caracterizadas por obstruccion aguda del flujo urinario. La obstruccion del
tracto urinario aumenta la presién intratubular y por lo tanto disminuye la tasa de filtrado
glomerular. Las causas de LRA postrenal incluyen hiperplasia prostatica benigna y cancer
de préstata en hombres, asi como, canceres ginecoldgicos (especialmente cancer cervical en
mujeres), fibrosis retroperitoneal, célculos uretrales, necrosis papilar, vejiga neurogénica y
obstruccion intratubular por precipitacion de diversas sustancias. Las causas renales de

LRA se dividen con base en las principales estructuras del rifién que pueden ser afectadas:

1) Dafio al epitelio tubular. Se denomina necrosis tubular aguda a la LRA que resulta del
dafo a los tubulos renales. Las dos causas principales son la isquemia y la nefrotoxicidad

por farmacos.

2) Dafio glomerular. Ocurre en casos severos de glomerulonefritis (GN) aguda, que se
puede generar en casos de GN idiopatica de rdpida progresion o como parte de una
enfermedad sistemica como el lupus eritematoso sistémico, la endocarditis bacteriana o la

granulomatosis de Wegener.



3) Dafo intersticial. Por nefritis intersticial aguda debida a reacciones alérgicas a diversos
medicamentos (por lo general antibiticos como penicilinas, cefalosporinas o

sulfonamidas), o una infecccion (bacterianas o virales).

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

sindrome hemolitico urémico/ptrpura trombocitopénica trombética®.

La prevalencia de LRA esta en aumento en paises de alto y bajo ingreso econémico
y se asocia con aumento de la morbilidad y la mortalidad. A pesar de la dialisis como
tratamiento para la LRA grave, la mortalidad asociada es alta, especialmente en las
unidades de cuidados intensivos, ya que la incidencia es mayor al 50%. La incidencia de la
LRA se ha ido incrementando, en parte, con el envejecimiento de la poblacion, la
prevalencia creciente de la enfermedad renal crénica (ERC), que predispone a la LRA y el
nimero cada vez mayor de intervenciones invasivas que pueden comprometer la
hemodindmica o bien por complicaciones sépticas’. Se estima que alrededor de dos
millones de personas mueren por LRA cada afio y los pacientes que sobreviven tienen un

riesgo mayor para desarrollar ERC'*%,

Fisiopatologia de la LRA

En la LRA se produce una disminucion abrupta del flujo sanguineo renal.
Posteriormente, se genera inflamacion que extiende la fase del dafio. El deterioro por
hipoperfusion se establece por una deficiencia energética en los segmentos de la nefrona

con gran actividad metabolica (tubulos proximales y la parte ascendente gruesa del asa de



Henle). La recuperacion del dafio renal estd mediada por el nimero de células que pueden

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

depende de que el proceso de reparacion se lleve a cabo de manera adecuada.

El transcurso de la LRA se puede dividir en las fases de: iniciacidn, extension,

mantenimiento y recuperacion.

1)

2)

Iniciacion. Se inducen alteraciones estructurales y funcionales en las ceélulas
epiteliales del tabulo proximal. La extensién de estas alteraciones depende de la
severidad del dafio. Ademas existe un dafio isquémico a las células del masculo liso
vascular y células endoteliales, lo que contribuye a las anormalidades estructurales
que se observan en la vasculatura renal durante la LRA. La activacion de las células
endoteliales y epiteliales produce la liberacion de diversas citocinas y quimiocinas

que inician la cascada inflamatoria.

Extension. La hipoxia se mantiene debido no solo al evento isquémico inicial, sino
también por la activacion del sistema renina, angiotensina, aldosterona (SRAA) y
por la respuesta inflamatoria. En esta fase, las células vasculares endoteliales juegan
un papel importante en el mantenimiento de la isquemia de las células epiteliales del
tabulo renal, asi como en la inflamacion. Las células epiteliales contintan sufriendo
dafio y muerte, tanto por necrosis, como por apoptosis, principalmente en la médula
externa. En contraste, las células del tabulo proximal en la corteza externa se
reparan y mejoran morfologicamente. Existe una continua produccién y liberacion

de citocinas y quimiocinas que posteriormente potenciaran la cascada inflamatoria.



3) Mantenimiento. Las células sufren reparacion, migracion, apoptosis y proliferacion
con el fin de restablecer y mantener la integridad celular y tubular. Cuando el flujo
sanguineo renal se normaliza, las células epiteliales restablecen la homeostasis

intracelular e intercelular.

4) Recuperacién. La diferenciacion de las células del epitelio tubular continta, la
polaridad epitelial se restablece y las funciones celulares y organicas regresan a la

normalidad®*>*3,

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

Renal Crénica

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

mecanismos de reparacion y regeneracion™.

Anteriormente se pensaba que las personas que sufrian un episodio de LRA no
tenian consecuencias posteriores en la estructura y funcién renal. Sin embargo, estudios
epidemioldgicos recientes con pacientes que han sufrido periodos de LRA, muestran que
algunos de ellos presentan dafio renal progresivo™. Por ejemplo, en una cohorte de
pacientes que desarrollaron LRA y requirieron terapia de reemplazo renal durante su
estancia hospitalaria, el riesgo a largo plazo de desarrollar ERC en KDIGO 4 ¢ 5 aumentd

28 veces, consistente con la pérdida masiva de nefronas asociada con episodios severos de



LRA’. En un estudio de més de 4000 pacientes con diabetes tipo 2 en Estados Unidos de
América, en el que aproximadamente la mitad requiri6 una o mas hospitalizaciones, se
observé que en los pacientes que requirieron hospitalizacion, el 29% experiment6 al menos
un episodio de LRA. Este estudio mostré que LRA es un factor de riesgo independiente
para el desarrollo de ERC y que cada episodio de LRA duplicé este riesgo®. Por lo tanto,
se ha propuesto que la LRA es un factor de riesgo para el desarrollo de ERC, ERCT

(enfermedad renal crénica etapa terminal) y mayor mortalidad®®.

Otros estudios sugieren que la LRA no solo esta directamente vinculada con la
progresion de la ERC, sino que también causa esta enfermedad. Todo esto basado en que el
aumento en la severidad del dafio también esta asociado con la severidad de la progresion de
ERC; multiples episodios de LRA predicen el desarrollo de ERC; que ha sido reportada en
nifios, los cuales no tienen enfermedades preexistentes como: hipertensién, diabetes o
enfermedad vascular. Todo lo anterior refuerza la idea de que la LRA es un factor de riesgo

para el desarrollo de ERC*,
Enfermedad renal crénica

La ERC se ha convertido en unos de los principales problemas de salud publica
alrededor del mundo. La incidencia y la prevalencia de la falla renal estdn en constante
aumento, lo que genera costos altos para los sistemas de salud. Las principales causas de
falla renal son la diabetes tipo 2 y la hipertension, que en conjunto representan al 60% de
los pacientes con enfermedad renal crénica terminal*’. La guias KDIGO se refieren a la
ERC como todo el espectro de la enfermedad que ocurre después del inicio del dafio renal.

La ERC se define como la presencia de un dafio renal estructural con una tasa de filtrado



glomerular normal (alrededor de 120 ml/min) o ligeramente reducida (60 a 90 ml/min),
independientemente de la etiologia subyacente. La evidencia del dafio estructural puede
derivar de un estudio histoldgico, imagenoldgico o de las alteraciones persistentes en el
examen de orina por un plazo superior a 3 meses, particularmente por la presencia de
albuminuria'’. La KDIGO clasifica los estadios de la ERC en los siguientes, segun la tasa
de filtado glomerular: G1 > 90 ml/min/1,73 m2 normal o elevado; G2 60-89 ml/min/1,73
m2 ligeramente disminuido; G3a 45-59 ml/min/1,73 m2 ligera a moderadamente
disminuido; G3b 30-44 ml/min/1,73 m2 moderada a gravemente disminuido; G4 15-29

ml/min/1,73 m2 gravemente disminuido; y, G5 < 15 ml/min/1,73 m2 fallo renal®,
Fisiopatologia de la enfermedad renal cronica.

La fisiopatologia de la ERC es multifactorial y las vias moleculares que se
relacionan con el inicio y la progresion son diversas. La lesion inicial causa dafio
histoldgico en el parénguima renal, mientras que la progresion de la enfermedad es el
resultado de la pérdida progresiva de nefronas, cambios hemodindmicos compensatorios a
nivel glomerular; la hipertension e hiperfiltracion glomerular de las nefronas remanentes; la
hipertrofia y atrofia tubular, la fibrosis tabulointersticial, la esclerosis glomerular
progresiva, la arterioesclerosis, la susceptibilidad genética y las respuestas humorales
desordenadas. Esto conlleva a la fibrosis del parénquima renal con la pérdida definitiva de

la funcion renal417:19.20

El proceso que da lugar a la progresion hacia ERC en general, inicia por diversas
respuestas celulares y moleculares en respuesta al dafio inicial, las cuales se generan con el

fin de mantener la homeostasis, pero en lugar de lograrlo, estas respuestas celulares



terminan dafiando a las nefronas funcionales. Los fenGmenos compensatorios que ejercen
las nefronas remanentes debido a la pérdida de otras nefronas, exacerban la fisiopatologia
glomerular. La liberacion de un gran numero de moléculas biolégicamente activas en la
nefrona distal y el tabulo-intersticio generan inflamacion y desdiferenciacion. Los
requerimientos energéticos por el hiperfuncionamiento de las nefronas remanentes exceden
los sustratos metabdlicos disponibles y esto aunado a un inadecuado balance vascular,
promueven la hipoxia/isquemia crénica con una consecuente acidosis y generacion de

especies reactivas de oxigeno (ERO)**%.

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

pueden ser deletéreos a largo plazo para la supervivencia de las nefronas funcionales®.

En la etapa incial de la pérdida de las nefronas, las nefronas remanentes se
hipertrofian con el fin de mantener la tasa de filtracion glomerular: la superficie capilar del
glomérulo aumenta para suplir esta demanda, pero los podocitos diferenciados no pueden
proliferar para cubrir este incremento en el area, por lo tanto se hipertrofian y si esta
respuesta hipertréfica es insuficiente, el glomérulo tendra areas desnudas de esta cubierta.
Sin embargo, en cierto punto se alcanza el limite de este ajuste y como muchas nefronas se
perdieron, la tasa de filtrado glomerular comienza a disminuir. Ya que la homeostasis del
rifidn se gobierna a nivel de las nefronas, puede comenzar a existir desbalance en los iones,
por ejemplo, retencion de sodio y consecuentemente aumento del volumen extracelular, lo

cual requiere excrecién de sodio, por lo que se activan hormonas que tratan de regular la



excrecion; en este caso, la habilidad de los mecanismos compensatorios puede permanecer
hasta que el 90% de las nefronas hayan sido perdidas. Esto no sucede con otros iones como
los fosfatos o el calcio, los cuales a nivel plasmatico aumentan y disminuyen,
respectivamente, cuando las nefronas se pierden. Estas variaciones encienden una serie de
mecanismos que median el incremento de la hormona paratiroidea (PTH) y la secrecion del
factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF-23), que incrementan la secrecion de fosfatos
para normalizar los niveles plasmaticos de fosfatos y calcio. Este nuevo estado se alcanza
hasta que el tabulo llega al m&ximo de respuesta y estas hormonas siguen aumentando en
un vano intento de compensar las deficiencias, lo cual afecta de manera sistémica, por

ejemplo en la resorcién 6sea y afectando a otros 6rganos?’.

La pérdida de las nefronas derivada del dafio tubular o glomerular originados por
inflamacién, trombogénesis, disfuncion podocitaria, dafio isquémico, etc., inician una serie
de eventos que desembocan en la hipertrofia de las nefronas remanentes, lo cual es un
factor de progresion a ERC. Un mediador principal en la respuesta hipertrofica es el SRAA
que regula tanto la hemodindmica como la hipertrofia/hiperplasia celular. El incremento de
la actividad de SRAA estimula diversas vias que median la hipertrofia, la produccién de
citocinas fibrogénicas y la generacién de ERO; ademas, el dafio inflamatorio y glomerular
puede causar dafio tubular. Més tarde, el aumento en la filtracion glomerular de proteinas
plasmaticas se ha propuesto que causa dafio tubulointersticial, ya que éstas pueden ser
moléculas activas oxidantes o inflamatorias. Las vias comunes que generan hipertrofia de la
nefrona son: respuestas celulares al dafio y eventos bioquimicos que participan en la

progresion de la pérdida de las nefronas®%.
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Respuestas celulares al dafio

1) Desdiferenciacion. Cuando existe un estimulo estresante, las células epiteliales tubulares
se transforman en menos diferenciadas a traves de un proceso llamado transicion epitelio-
mesénquima. Estas células muestran caracteristicas de proliferacion, migracion vy
produccidn de citocinas. Esta es una respuesta inaduecuada ya que contribuyen a la fibrosis
del parénquima renal. Citocinas como el TGF-B, el FGF, el PDGF, la angiotensina II, la
endotelina, entre otras, juegan un papel potencial en encender las vias que conllevan a la

transicion epitelio mesénquima®.

2) Inflamacién. Evidencia experimental ha mostrado que la inflamacion juega un papel
central en la progresion a ERC. Las moléculas proinflamatorias que se liberan en la nefrona
distal, se reabsorben en el tdbulo y se concentran de manera que promueven la inflamacion.
Tanto los macréfagos como las células dendriticas estan presentes de manera normal en el
rifidn, y pueden estar participando en la sefializacion inflamatoria, al ser reclutados por
quimioatrayentes al tibulo *dafiado. La inflamacion tiene un papel importante en el inicio

y el mantenimiento de la ERC.

3) Disfuncion endotelial. EI deterioro de la microcirculacion renal contribuye a la
progresion de ERC. Las células endoteliales sufren apoptosis en respuesta a la pobre
perfusion, lo cual genera rarefaccion vascular, evento central en la pérdida de nefronas.
Existe una funcién endotelial desregulada y un decremento en la angiogénesis, por lo que,
se generan factores angiogenicos que también pueden ser contraproducentes al actuar como

citocinas inductoras de respuestas profibréticas y proinflamatorias®.
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Eventos bioquimicos en la progresion de la pérdida de las nefronas.

1) Aporte insuficiente ante las demandas metabdlicas. Los rifiones consumen el 20% del
gasto cardiaco. Al haber hipertrofia renal y estar diminuido el flujo sanguineo renal en la
ERC, ocurre un desplazamiento hacia el metabolismo anaerobio para suplir los
requerimientos de ATP de una mayor cantidad de tejido, lo que activa diversas vias que

influencian la pérdida de méas nefronas, por ejemplo, mayor generacién de ERO%.

2) Acidosis tubular. La acidosis tiene consecuencias tanto fisiolégicas como metabdlicas.
La amoniatrosis, en respuesta local a la acidosis, activa al complemento y causa dafio al
tejido renal. Se ha observado experimentalmente que la acidificacion tubular estimula la

produccién de ERO, lo que genera dafio renal aun mayor 3.

3) Metabolismo oxidativo y generacion de ERO. Las ERO, que se presentan en 3 formas
inestables: el i6n hidroxilo, el anidon superdxido y el peréxido de hidrogeno. Estos radicales
juegan un papel importante en la transduccion de sefiales que desembocan en hipertrofia,
alteracion de la interacciones proteina-proteina, inflamacién, proliferacién, entre otros

procesos deletéreos.

4) Transduccion de sefiales estimuladas por hipoxia: el principal actor es el factor
inducible por hipoxia ( HIF, por sus siglas en inglés), el cual juega un rol importante en el
progreso de la enfermedad. Las acciones angiogénicas de HIF pueden ser protectoras en el
dafio agudo, mientras que sus acciones cronicas pueden ser deletéreas, ya que interviene en

el desarrollo del fenotipo fibrético™®.
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Dimorfismo sexual en las enfermedades renales

Alrededor del mundo, el acceso a la educacion y atencién médica no es equitativo
entre hombres y mujeres; las mujeres siguen siendo pobremente representadas en muchos
estudios clinicos, esto limita la evidencia en la cual basarse para hacer recomendaciones
que mejoren los desenlaces para las pacientes. Ademas, las mujeres tienen riesgos unicos
para enfermedad renal, como el embarazo; y son mas propensas a enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso, artritis reumatoide y escleroderma sistémico. En
Estados Unidos la prevalencia de ERC es mayor en mujeres comparada con los hombres
(15.4% versus 12.8% en 2011-2012). En contraste, el riesgo de progresar a ERCT es 50%
mayor en hombres comparado con las mujeres en todos los grupos étnicos®. Los efectos de
la mayor expectativa de vida y la disminucion de la TFG con la edad, asi como el potencial
sobrediagnostico de ERC debido a la variabilidad en el uso de ecuaciones para estimar la
TFG, podrian ser en parte la razon de la mayor prevalencia de ERC en mujeres, ya que
paraddjicamente hay una preponderancia de los pacientes hombres de comenzar terapia de
reemplazo renal sobre las mujeres®. Existen diferencias de sexo en diversos mecanismos
de la enfermedad renal, y se ha sefialado el papel fundamental de las hormonas sexuales,
como responsables de la regulacién de los mecanismos moleculares implicados en la
progresion de la ERC®. La incidencia en las enfermedades renales varia segtn la etiologia,
aunque en general, parece que los hombres tienen mayor riesgo de progresion. Los estudios
clinicos han demostrado que los hombres con diabetes mellitus tipo 1 o 2, tienen una
disminucion significativamente mayor en la tasa de filtracion glomerular y un mayor riesgo
de desarrollar microalbuminuria y macroalbuminuria que las mujeres®’. En un estudio

retrospectivo reciente, se observé que los hombres progresan mas rapidamente en la
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nefropatia por 1gA que las mujeres®®. Mientras que, en otro estudio prospectivo realizado en
Toronto en pacientes mayores de 16 afios y de diferentes etnias, se encontr6 que las mujeres
tenian un mejor pronostico para la nefropatia membranosa, la nefropatia focal y
segmentaria, pero no, en la nefropatia por IgA%®. Y en el caso de la enfermedad renal
poliquistica, el uso de la terapia de reemplazo renal fue mayor en los hombres en
comparacién con las mujeres en la poblacién de los Estados Unidos®. Sin embargo, en el
lupus eritematoso la incidencia es mayor en mujeres que en hombres*. Por esto es
importante identificar los mecanismos involucrados en las diferencias de sexo observadas
en diversas enfermedades renales. Una vez que se entienden los mecanismos responsables,

se pueden traducir acciones para mejorar la salud renal en hombres y mujeres.

El dimorfismo sexual en la progresién a ERC.

Existe cada vez mas evidencia de que la patogénesis, las caracteristicas clinicas y el
pronostico de las enfermedades cardiovasculares y las renales es muy diferente entre los
hombres y las mujeres, lo cual tiene mucho sentido dado que la fisiologia de la mujer es
diferente a la del hombre, sin embargo poca atencidn se ha puesto al dimorfismo sexual. Un
ejemplo claro de este dimorfismo sexual se encuentra en la mayor incidencia de las
enfermedades cardiovasculares en los hombres que en las mujeres de edad similar, y el
aumento de estas enfermedades en la menopausia****. Se han observado dispariedades con
respecto al sexo en la incidencia, prevalencia y progresion de la ERC, aunque los
mecanismos que explican estas diferencias no han sido completamente descritos. A

diferencia de lo que se ha observado con los modelos animales, los estudios que describen
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la relacion del sexo y la progresion a ERC en humanos, muestran resultados contradictorios
*_ Para evaluar estas discrepancias se han llevado a cabo diversos meta-analisis, los cuales
han arrojado resultados diferentes. Por ejemplo, para determinar el efecto del sexo en la
progresion de la enfermedad renal no diabética, la enfermedad renal poliquistica
autosémica dominante, la nefropatia por IgA, la nefropatia membranosa, o la ERC de
etiologia desconocida, se llevé a cabo un meta-analisis que incluyé 68 estudios con un total
de 11,345 pacientes y se encontrd que la progresion de este tipo de enfermedades renales
fue mas réapida en hombres, que en las mujeres®. En apoyo a este meta-analisis, dos
estudios recientes demostraron que la progresion a ERC es peor en el hombre que en la
mujer*®*’. Asi mismo, la cohorte PREVEND (del inglés, Prevention of Renal and Vascular
End-Stage Disease) basada en la comunidad, revel6 que en el hombre, la edad, la
albuminuria, el indice de masa corporal y los niveles sanguineos de glucosa son factores de
riego que exacerban la progresion a enfermedad renal terminal en mayor magnitud, que en
la mujer®. En otro meta-anélisis que evalud el efecto de los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina en la progresion de la enfermedad renal en 11 estudios
controlados, los autores concluyeron que las mujeres tuvieron peor pronostico de
progresion de enfermedad renal que los hombres, después de ser corregidos por presion
arterial y excrecién de proteinas en orina. Sin embargo, la mayoria de las mujeres
participantes estaban en edad postmenopadsica, lo que podria explicar las diferencias
encontradas en estos dos estudios™. En otro estudio realizado para evaluar el impacto del
sexo en la glomerulonefritis primaria se observd un aumento de la sobrevida renal en
mujeres jovenes con nefropatia membranosa y glomeruloesclerosis focal y segmentaria,

comparada con los hombres, en los que fue menor®. Estos estudios sugieren menor

15



predisposicion al desarrollo de enfermedades renales en el sexo femenino, que
probablemente es hormonalmente dependiente, aunque los mecanismos especificos por los
que las hormonas sexuales influyen en la progresion de la enfermedad renal no estan

completamente comprendidos.
Evidencia experimental del dimorfismo sexual en el dafio renal

Diversos estudios han mostrado que la testosterona y los estrégenos juegan un papel
importante en el dafio renal inducido por isquemia/reperfusion. Estudios en modelos
murinos muestran que la castracion de las ratas macho reduce el dafio renal por IR y la
administracion de estrégenos reduce parcialmente la LRA*°. El dimorfismo sexual en

diversos mecanismos de la LRA podria impactar en la progresién a ERC.

Mecanismos vasculares. El endotelio y las células del masculo liso vascular de la
microcirculacién desempefian un papel critico en la fisiopatologia de la LRA®. Estudios en
animales muestran que existe dimorfismo sexual en la regulacion del tono vascular®. El
Oxido nitrico juega un papel importante en la regulacion del tono vascular renal y la
hemodindmica a través de mantener un estado de vasodilatacion. En modelos animales se
ha observado que las hembras tienen mayor cantidad de RNAm y proteina de la sintasa de
6xido nitrico endotelial (eNOS) en comparacién con los machos®. Silbiger y cols
encontraron que la expresion basal de eNOS y de la isoforma inducible (iNOS) en la
médula de ratas hembra es mayor que en las ratas macho y la ooforectomia reduce la
expresion de eNOS, mientras que la terapia estrogénica la restablece®. Los estrégenos a
través de los receptores de estrogenos (RE) activan las cinasas c-Src, ERK, PI3K y Akt,

esta ultima fosforila el residuo de la serina 1177 en la eNOS lo que genera la produccion de
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NO. Otro mecanismo que se ha explorado es la participacion de la endotelina. La
endotelina (ET-1) es un péptido de 21 aminodcidos que se une a los receptores ETA
produciendo un aumento de calcio en las células musculares lisas y en consecuencia, una
potente vasoconstriccion, mientras que cuando se une a los receptores ETB produce
vasodilatacion al promover la liberacién de NO®. La incubacion de células endoteliales de
la vena umbilical humanas (HUVEC) con 17beta-estradiol disminuyd la expresion de
RNAm de ET-1, asi como, los niveles basales de ET-1°°. Y en la LRA se ha observado
también un dimorfismo sexual en la regulacion de la endotelina, por ejemplo, la isquemia
reperfusion (IR) en ratas Wistar mach, produce un aumento en los niveles de pre-
proendotelina, fendmeno que no se observa en las ratas hembra sometidas al mismo periodo
de isquemia®. El SRAA esta dimérficamente regulado, tanto en humanos, como en
modelos murinos. Las hembras tienen mayores niveles circulantes de angiotensinégeno,
mientras que la renina, la ECA-1 (enzima convertidora de angiotensina 1) y el AT1R
(receptor de angiotensina 1) son regulados a la baja por los estrégenos®’. Por el contrario,
en humanos y en diversas especies animales (perros, ratas, ratones y pollos) los machos
tienen mayor presion sanguinea y niveles de Ang Il (angiotensina Il), ya que tienen
aumentados los componentes de la via clasica del SRAA (Ang I, AT1IR, ECA1)***
mientras que, las hembras tienen mayores niveles de componentes de la via no clésica del
SRAA [ECA2, AT2R, Ang (1-7) y receptores Mas (MasR)]*°. Aumento de los niveles de
Ang Il en las ratas hembra produce un cambio minimo en la presion sanguinea, mientras
que en los machos, el aumento de la presion es mayor pues poseen mas receptores AT1IR y
menos AT2R que las ratas hembra®’®°. También se ha observado que los estrégenos

reducen la vida media de la Ang 11 unida al receptor AT1R>%.
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Mecanismos de inflamacion. Diversos estudios sugieren que existe diferente regulacion
por hormonas sexuales sobre los procesos inflamatorios inducidos por dafio isquémico en
diferentes 6rganos® . Por ejemplo, la expresion de citocinas como TNF-o, MCP-1, IFN-y
y CCL-17 es mayor en ratones macho que en las hembras sometidos a IR renal, y la
disminucion de testosterona por la castracion atenta los niveles de expresion de estas
citocinas®®. Efecto similar se ha observado en modelos de nefrotoxicidad por ciclosporina®.
Estudios en animales han demostrado que existe una mayor infiltracién de macrofagos en
machos, en modelos de enfermedades que presentan inflamacion. Por ejemplo, en un
modelo de hipertension en ratas, se observé que la infiltracion de macrofagos CD68+, en la
corteza y médula renal, fue mayor en los machos comparado con las hembras®. Sin
embargo, en ratones macho sometidos a IR renal, el nimero de macrofagos F4/80+
aumento en comparacion con las hembras con dafio renal; esto se previno con la castracién
y se restituy6 con la administracion de testosterona. El efecto contrario fue observado en las
hembras, ya que la ovarectomia aumento la infiltracion de macréfagos y la administracion
de estradiol previno este efecto®. En modelos animales de hipertension se ha observado la
correlacion entre ésta y el numero de linfocitos T corticales en machos, pero no asi en
hembras®®. De hecho, la proporcion de células T reguladoras es menor en las ratas macho
con hipertension®’. Las células T reguladoras (FOXP3") son esenciales para mantener la
tolerancia periférica y limitan la inflamacién crénica®. También, se ha observado
dimorfismo sexual en esta poblacién de linfocitos, ya que en diversos modelos animales,
las hembras tienen una mayor cantidad de células T reguladoras después de un dafio renal

agud066'67’69.
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Apoptosis. La isquemia renal prolongada conduce a la muerte celular por necrosis, mientras
que en periodos cortos, la apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular. Se ha
observado que existe dimorfismo sexual en apoptosis en diversos tejidos, por ejemplo, en el
masculo, el 17-B estradiol ejerce acciones protectoras principalmente a través de un
mecanismo no gendmico por la activacién de ERK 1/2 y PI3K/Akt y la fosforilacion de
BAD'; siendo ésta via que se activa en el rifion después de dafio podocitario inducido por
puromicina, que es un agente que induce apoptosis en los podocitos, ya que, la activacion
de los RE estimulan la via de sefializacion PI3K/AKkt incrementando la expresion de las
subunidades p850 y p110a de PI3K, asi como, la fosforilacién de Akt’?. En otros modelos
de dafio renal, como el del estrés del reticulo inducido por tunicamicina en ratones, se
observé una mayor activacion de Bax y caspasa-3 en machos comparado con hembras’.
Se ha demostrado que el RE media los efectos antiapoptéticos in vitro e in vivo en
podocitos, a través de la estabilizacion del potencial de membrana mitocondrial y la
activacion de la sefializacion de las MAP™. Una de las moléculas involucradas tanto en la
produccion de citocinas proinflamatorias, como en la apoptosis es la MAPK p38, la cual se
activa después de un dafio por IR. Estudios en varios sistemas celulares indican que la
activacion extracelular de ERK durante la activacion de JNK, puede bloquear la naturaleza
perjudicial de la respuesta de JNK y conducir a la supervivencia celular. Por lo tanto, el
destino de la célula puede determinarse por el balance entre la actividad de ERK y JNK™.
En un estudio realizado por Park, en ratones macho sometidos a IR se previno el
incremento de la relacion ERK/INK, proteccion que se perdid con la castracion de los
animales®. Ademas, en estudios in vitro, en células del epitelio tubular proximal humanas

(HK-2), la exposicion a testosterona promovio la apoptosis de estas células a través de
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inducir la fosforilacion rapida de JNK y de su efector rio abajo c-Jun; y el bloqueo del
receptor de andrégenos disminuyo la fosforilacién de JNK™. Tanto en células HK-2, como
en cultivos primarios de células epiteliales del tabulo proximal (PTECs), niveles
fisiologicos de testosterona (1-10nmol/L) inducen incremento en la apoptosis de ambas
lineas celulares, mientras que, el antagonismo del receptor de andrégenos con flutamida
previene la apoptosis inducida por testosterona. El ligando de Fas (FasL) y el dominio de
muerte asociado a Fas (FADD) son regulados a la alza por la testosterona en células HK-2.
De igual manera, la testosterona incrementa la expresion de Bax, disminuye la expresion de
Bcl-2 y aumenta la activacion de caspasa 3, comportamiento que es revertido por la

administracion de 17p-estradiol ™.

Estrés oxidante. Una de las caracteristicas fisiopatolégicas de la LRA es el incremento en
la produccion de ERO y de especies reactivas de nitrogeno (RNS). Al respecto se ha
reportado en modelos animales dimorfismo sexual en la produccién de peroxinitritos y de
nitrotirosina, ya que, los machos tienen una mayor produccién de esos radicales libres y
por lo tanto, mayor estrés oxidante’. En la produccién de ERO también se ha observado la
influencia de las hormonas sexuales. En un modelo de ratas espontdneamente hipertensas
que desarrollan albuminuria e infiltracion de macréfagos, se encontré que las ratas hembra
tuvieron menos dafio y esto se asocié con menores niveles de estrés oxidante en la corteza
renal, medido por la produccién del anién superéxido (O2)™. Y en un modelo de IR se
observo que la castracion acelera la activacion de la SOD (superoxido dismutasa) y reduce
la produccion de ERO y peroxidacion lipidica, indicando que la testosterona ejerce una
regulacion sobre la produccion de especies reactivas de oxigeno®. El estrés del reticulo

endoplasmatico es causado por el aumento de proteinas mal plegadas, que cuando se genera
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en proceso de LRA resulta en la sobre regulacion de CHOP/GADD153 y necrosis tubular
aguda (NTA), que se asocia fuertemente con la ocurrencia de células apoptoticas en la
region del dafio®. En un modelo de ratones con tunicamicina, se observé que los machos
son mas susceptibles que las hembras al estrés del reticulo endoplasmatico, ya que
mostraron mayor induccién de marcadores de estrés, tal como, BiP/GRP78 (proteina de

unioén a la cadena pesada de inmunoglobulina) y XBP1 (proteina de unién a la caja X 1)™.

Como se ha mencionado, existe dimorfismo sexual en la LRA en diversos modelos
de dafio renal, y por lo tanto consideramos que la integracion de los aspectos del
dimorfismo sexual en la progresion a ERC, nos permitird identificar nuevos blancos
terapéuticos, con el fin de mejorar los tratamientos existentes y reducir el deterioro gradual

de la estructura y la funcién renal.
HIPOTESIS

Las ratas hembras se protegeran del desarrollo de ERC inducida por IR renal,
debido a que las hormonas sexuales femeninas promueven mecanismos de renoproteccion.
Por lo tanto, los estrdgenos son los responsables de evitar la transicion de la LRA a ERC.

Mientras que la testosterona promueve la transicion de la LRA a ERC.
OBJETIVOS GENERALES
I. Determinar si la transicion de la LRA a ERC es diferente entre hembras y machos.

Il. Evaluar los mecanismos de renoproteccion en el posible dimorfismo sexual de la

enfermedad.
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OBJETIVOS PARTICULARES

a) Determinar si existe dimorfismo sexual en el curso temporal de las alteraciones

funcionales, estructurales y moleculares en la transicion de la LRA a ERC.

b) Determinar la implicacion de los estrégenos en la transicion de la LRA a ERC.

c) Estudiar la implicacion de la testosterona en la transicién de la LRA a ERC.

MATERIAL Y METODOS

Animales

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

condujo con la autorizacion del comité de ética con el nimero 1228.

Disefio experimental

Protocolo experimental I: Efecto del género en la evolucidn de la transicion de la LRA

aERC

Se incluyeron 39 ratas Wistar hembra con un peso entre 260 y 300 g. Las ratas se
dividieron en los siguientes grupos: 1) control, cirugia falsa (H) (los animales control se
estudiaron y sacrificaron a las 24 h y a los 120 dias) 2) isquemia bilateral de 45 minutos
(H+IR), (fueron estudiados a las 24 h y a los 30, 60, 90 y 120 dias post-isquemia). También
se incluyeron 39 ratas Wistar macho con un con un peso entre 260 y 300 g. Las ratas se

dividieron en los siguientes grupos: 1) control, cirugia falsa (M): (los animales control se

22



estudiaron y sacrificaron a las 24 h y a los 120 dias) 2) isquemia bilateral de 45 minutos

(M+IR), (fueron estudiados a las 24 h y a los 30, 60, 90 y 120 dias post-isquemia).

Protocolo experimental 11: Reduccion de los estrogenos en la transicion de la LRA a

ERC

Se incluydé un segundo grupo de 40 ratas Wistar hembra las cuales fueron
ooforectomizadas a los 70 dias de edad y se dejaron evolucionar por un mes hasta que
disminuyeron los niveles de estrégenos. Los animales se dividieron en 2 grupos: 1)
ooforectomizadas + cirugia falsa (Oof), 2) ooforectomizadas + IR de 45 min (Oof+IR),
(Los animales se estudiaron y sacrificaron a las 24 h y a los 30, 60, 90 y 120 dias después

de la cirugia).

Protocolo experimental 111: Efecto del bloqueo de la via gendmica y no genémica de

los RE.

Se incluyeron 35 ratas Wistar hembra con un peso entre 260 y 300 g. Las ratas se
dividieron en los siguientes grupos: 1) control, cirugia falsa H 2) isquemia bilateral de 45
minutos (IR) H+IR 3) IR+fulvestrant (Faslodex®) (5mg/kg/dia), que es un antagonista de
los receptores a y B de los estrogenos administrado un dia a la semana por via
intraperitoneal, durante 5 meses (IR+Fulv) 4) animales sometidos a IR y que recibieron el
antagonista del receptor GPER (receptor de estrogenos acoplado a proteinas G) de los
estrogenos G-15 (160 pg/kg/dia Cayman Chemical), IR+G-15; a las ratas se les administro
el G-15 de dos formas diferentes a) administrado 3 veces por semana de manera subcutanea

durante 2 meses, 0 b) administrado con bombas subcutaneas por 2 meses a una dosis diaria
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de 160 pg/kg/dia. Los animales se estudiaron a las 24 h y mensualmente; y se sacrificaron

a los 150 dias.

Protocolo experimental 1V: Reduccion de la testosterona en la transicion de la LRA a

ERC

Se incluyeron 92 ratas Wistar macho con un con un peso entre 260 y 300 g. Las
ratas se dividieron en los siguientes grupos: 1) machos intactos control, cirugia falsa (M) 2)
machos intactos, isquemia bilateral de 45 minutos (M+IR), 3) machos castrados a los 30
dias de edad y que se dejaron evolucionar un mes hasta que disminuyeron los niveles de
testosterona. Control cirugia falsa (C) 4) machos castrados isquemia bilateral de 45
minutos (C+IR). Los animales se estudiaron y sacrificaron a las 24 h, 48 h, 7 dias y 150

dias.

Protocolo experimental V: Efecto del bloqueo de los receptores de andrdgenos en la

transicion de la LRA a ERC

Se incluyeron 92 ratas Wistar macho con un con un peso entre 260 y 300 g. Las ratas se
dividieron en cuatro grupos: 1) control, cirugia falsa M 2) isquemia bilateral de 45 minutos
(IR) M+IR. Los animales se estudiaron y sacrificaron a los 150 dias. 3) Ratas tratadas con
flutamida (3mg/rata/dia, s.c., Sigma Aldrich) que es un antagonista de los receptores de
androgenos (M+Flut) y sometidas a cirugia falsa. 4) IR renal de 45 minutos mas flutamida
(IR+Flut). La flutamida fue administrada diariamente durante 7 dias previos a la cirugia

falsa o IR y 7 dias posteriores. Los animales se estudiaron y sacrificaron a los 150 dias.

24



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

La LRA se realiz6é mediante el modelo de isquemia renal bilateral de 45 min,
seguido de reperfusion. Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion
intraperitoneal de pentobarbital sédico a una dosis de 30 mg/Kg. Posteriormente, los
animales se colocaron en una mesa termoregulada, la cual permitié tener a los animales en
condiciones de temperatura Optimas. Se realiz6 una incision en la linea media para exponer
los rifiones y se interrumpié el flujo sanguineo renal de los animales, mediante la
colocacion de un clip en cada arteria renal durante 45 min. Posteriormente, se retiraron los
clips, se dejé que los rifiones reperfundieran, los animales fueron suturados de la pared
abdominal y se dejaron evolucionar segun el tiempo correspondiente a cada grupo. Los
animales control sometidos a cirugia falsa se manipularon de igual manera que los
sometidos a IR, exceptuando la colocacion de clips. Después de la cirugia, los animales
permanecieron en las camas termoreguladas hasta que desapareci6 el efecto de la anestesia;
posteriormente se colocaron en jaulas metabdlicas para la recoleccion de orina de 24 h, con
agua ad libitum. Posterior a la recoleccidn, los animales fueron devueltos a sus jaulas con

alimento y agua ad libitum.

Ooforectomia bilateral en la rata hembra

Las ratas hembra del protocolo Il se sometieron a ooforectomia bilateral a los 70
dias de edad. Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion i.p. de pentobarbital
sodico a una dosis de 30 mg/Kg. Posteriormente se coloco a los animales en una cama
termoregulada, los oviductos fueron ligados y removidos; la pared abdominal y piel fueron

suturadas. Después de la cirugia, los animales permanecieron en las camas termoreguladas
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hasta que desaparecio el efecto de la anestesia; a continuacion fueron devueltos a sus jaulas

con alimento y agua ad libitum.

Castracion bilateral en la rata macho

Las ratas hembra del protocolo IV se sometieron a castracion bilateral a los 30 dias
de edad. Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion i.p. de pentobarbital sédico
a una dosis de 30 mg/Kg. Posteriormente se coloc6 a los animales en una cama
termoregulada, los testiculos fueron ligados y removidos; el tejido muscular y la piel fueron
suturados. Después de la cirugia, los animales permanecieron en las camas termoreguladas
hasta que desaparecid el efecto de la anestesia; a continuacion fueron devueltos a sus jaulas

con alimento y agua ad libitum.

Mediciones fisioldgicas

Los animales se colocaron en jaulas metabdlicas para recoleccion de orina
correspondiente a las 24 h post-cirugia y cada 30 dias hasta completar el periodo de tiempo
de cada grupo. Se midié el volumen de la recoleccién de 24 h. También se obtuvo una
muestra de sangre para extraer plasma. Se cuantificé la proteinuria y la depuracion de
creatinina. Al finalizar el periodo experimental, las ratas fueron nuevamente anestesiadas
con pentobarbital sodico (30 mg/Kg); se colocd a la rata en una mesa termoregulada a
37°C, se determino la tension arterial media (TAM) mediante cateterizacion de la arteria
femoral con un tubo de polietileno (P50) acoplado a un poligrafo de Grass. El flujo
sanguineo renal (FSR) se determin0 a traves de una sonda de ultrasonido conectada a un
flujometro, la cual se coloco en la arteria renal izquierda previamente disecada. Se ligé el

paquete vascular del rifion derecho y se extrajo completamente, se determiné el peso del
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rifion y posteriormente fue seccionado en corteza y médula. Ambas secciones se congelaron
en nitrégeno liquido y fueron almacenados a -70°C para posteriores estudios moleculares.
El rifidn izquierdo se perfundié con solucion salina al 0.9% y posteriormente con una
solucion de con formaldehido al 4% a traves del catéter colocado en la arteria femoral; una
vez perfundido se retir6 el rifidn y se realizé un corte sagital y otro transversal. Los tejidos
fueron incluidos en parafina y se realizaron las tinciones de PAS (Acido peryédico de

Schiff) y rojo de sirio.
Estudios histopatologicos

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

excluyendo el area glomerular y de la luz tubular.
Analisis Bioquimicos

Proteinuria: Las excrecion de proteinas en orina se cuantific6 mediante el método

turbidimétrico de precipitacion de proteinas con acido tricloroacético (TCA) al 10%,
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usando una curva estdndar de alblmina, sobre la cual se interpolaron las absorbancias

obtenidas en el espectrofotometro a una longitud de onda de 420 nm.

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

espectrofotometria a 510 nm.

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

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

Extraccién de RNA total: Se extrajo RNA total de las muestras de corteza renal mediante
el método de homogeneizado con trizol (Invitrogen). Posteriormente se cuantifico la
concentracion de las muestras del RNA extraido mediante espectrofotometria con luz UV
(260/280 nm) y se verifico la integridad del mismo mediante el corrimiento de 2 pg de

RNA en un gel de agarosa al 1%.

RT-PCR: Se realizo la transcripcion reversa (TR) de 1 pg de RNA de cada una de las

muestras, utilizando el kit M-MLV, Reverse transcriptase Invitrogen, para la obtencion de
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cDNA. Se llevd a cabo la validacion de cada sonda para el tejido mediante curvas de
concentracion de cDNA (Producto de la TR, 1:10, 1:100, 1:1000). Se determin6 la
concentracion de cDNA para cada sonda como sigue: TGF-B (1:100), HIF1-a (1:100),
eNOS (1:100), VEGF (1:100), ETa (1:10), ETg (1:10), AT; (TR), AT, (TR), Catalasa
(1:100), IL-10 (TR) y 18S (1:1000). Posteriormente se realizo la amplificacion del cDNA,
mediante PCR en tiempo real utilizando sondas marcadas con un fluoréforo especificas
para cada gen (Sondas Tagman de Applied Biosystems); utilizando 18S como gen control
endégeno.  eNOS  (Rn02132634 sl1), catalasa  (Rn00560930 ml), HIFla,
(Rn0057756_m1), VEGF (Rn01511602_m1), ETA (Rn00561137 mil), ETB
(Rn00569139 m1), ATl (Rn00561409 s1), AT2 (Rn00560677_sl), TGF-B
(Rn00572010_m1), IL-10 (Rn99999012 m1) y 18S (Rn03928990 g1). La amplificacion se
llevo a cabo en el termociclador 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems). La

cuantificacion relativa de cada expresion génica se realizd por el método comparativo (Ct).

Niveles urinarios de Hsp72: Se cargaron 10 pl de orina diluida en solucion fisiologica
(1:10) en geles de SDS-PAGE al 8.5%. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa y se incubaron con el anticuerpo primario monoclonal anti-
Hsp72 mouse (Enzo) dilucion 1:5000 toda la noche a 4° y el anticuerpo secundario 1gG-
HRP goat anti-mouse 1:5000 (Sta. Cruz) 90 minutos a temperatura ambiente. Las

membranas fueron reveladas con el sustrato quimioluminiscente Millipore.

Niveles de proteina de VEGF en corteza renal. Los niveles de proteina VEGF se
detectaron mediante Western blot, utilizando 30 pg de proteina en gel de electroforesis
SDS-PAGE al 8.5% Yy electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa. Las membranas
se incubaron con anti-VEGF mouse (1: 1000, ThermoScientific) durante la noche a 4°. A
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continuacidn, las membranas se incubaron con un anticuerpo secundario IgG anti-mouse
conjugada con HRP (1: 5000, Santa Cruz Biotechnology) durante 90 min a temperatura
ambiente. Las proteinas fueron detectadas con un Kit de quimioluminiscencia (Millipore) y
por radiografia. Las bandas fueron escaneadas para analisis densitométrico utilizando el
sistema de imagenes UVP EC3 y el software de adquisicion y analisis de imégenes

VisionWorks LS de UVP.

Andlisis estadistico

El tratamiento de los datos fue mediante ANOVA vy prueba t de Student, el cual se realizd
utilizando el programa GraphPad Prism 5. En el caso de las diferencias en la distribucién de
los diametros y areas glomerulares se evaluaron por un analisis de contingencia y por la
prueba de Bonferroni. Los datos se presentan como el promedio + el error estandar y las
diferencias estadisticamente significativas se presentan en aquellas en las cuales p es menor

a 0.05.
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RESULTADOS
Efecto del genero en la evolucidn de la transicion de la LRA a ERC

Con el fin de evaluar el dimorfismo sexual en el curso temporal de la transicion de
la LRA a ERC, se indujo un episodio de LRA mediante un insulto de isquemia renal
bilateral durante 45 min asi como cirugia falsa para los animales control, y los grupos
sometidos a IR fueron comparados con los grupos control. Ambos grupos se estudiaron 24
h después de la reperfusion o cirugia falsa. Nuestro primer objetivo se centrd en evaluar la
gravedad del IR en ratas macho y hembra. Los grupos M+IR y H+IR desarrollaron LRA,
caracterizada por una reduccion de la funcion renal determinada por la depuracién de
creatinina (Fig. 1A) y flujo sanguineo renal (Fig. 1B), ademas se observo un aumento
significativo de la proteinuria (Fig. 1C). La excrecién urinaria del peréxido de hidrogeno
(UH,0,V) aumentd 4 veces en el grupo M+IR en comparacion con su grupo control, de
manera muy interesante, en el grupo H+IR, el UH,0,V permanecio en niveles similares al
grupo control (Fig. 1D). Anteriormente nuestro grupo ha mostrado que los niveles de
excrecion urinaria de la proteina de choque térmico de 72 kDa (UHsp72) es un biomarcador
sensible y temprano de LRA, capaz de estratificar el dafio tubular epitelial®’. Como se
muestra en la Fig. 1E y F, el grupo de hembras control mostré niveles muy bajos de
UHsp72. En cambio, el grupo H+IR mostré un aumento significativo en UHsp72 (WB
superior). Una excreciéon similar de Hsp72 se encontr6 en los grupos M+IR y H+IR (WB
inferior y analisis densitométrico). El grado similar de dafio por IR se confirmé mediante el
analisis histopatolégico, como se muestra en los cortes de rifion tefiidos con PAS

representativos y en la cuantificacién de los tabulos dafiados (Fig. 1G-I).
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Figura 1. Dafio renal inducido por IR renal después de 24-h en hembras y machos. A) Depuracion de
creatinina, B) Flujo sanguineo renal, C) Niveles de proteinuria, D) Excrecién urinaria de H,O,, E) Niveles
urinarios de Hsp72 por western blot (n=4-5 por grupo), F) Andlisis densitométrico de los niveles de Hsp72,
G) Iméagenes representativas de cortes de rifidn tefiidos con PAS (tincion de acido periddico de Schiff) de una
rata sometida a IR hembra y H) una rata macho sometida a IR, I) Porcentaje de tGbulos dafiados. Los grupos

de las hembras tienen un fondo gris en el cual H estan representadas por una barra blanca y el grupo H+IR
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estd representado en barras rosa, seguido de los M en barras blancas y grupo de M+IR en barras azules.
Grupos control n=4; IR hembras 0 machos n=6. Los datos se muestran como promedio + SE. *p<0.05 vs. H;
+p<0.05 vs. M; ¢p<0.05 vs H+IR.

Estos resultados indican que la IR causo alteraciones estructurales y funcionales de
la misma magnitud en ratas macho y hembra, excepto en el estrés oxidante. La respuesta
dimérfica observada en el UH,0,V se analiz6 adicionalmente midiendo la relacion de los
niveles de glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG), un metabolito subrogado
de la oxidacion de GSH en el rifion (Fig. 2). Como se aprecia en la Fig. 2A, la relacion
GSH/GSSG en la corteza renal de las H+IR fue similar al grupo control (H). En contraste,
el grupo M+IR mostré una reduccion significativa del 60% en la relacion de los niveles de
GSH y GSSG en comparacion con su grupo control. En la médula renal se observo el
mismo comportamiento, la relacion en el grupo H+IR no cambio con respecto al grupo
control, en cambio, el grupo M+IR mostrd disminucién en la relacion GSH/GSSG en
comparacion con el grupo M (Fig. 2B). Estos hallazgos indican que, a pesar de que las ratas

hembra tuvieron un dafio renal inducido por IR similar, presentaron una mayor capacidad

para generar GSH.
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Figura 2. La IR renal inducida por IR renal induce una respuesta dimorfica sobre la relacion del

contenido renal de GSH/GSSG. A) Relacion del contenido de GSH/GSSG en la corteza renal. B) Relacion
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del contenido de GSH/GSSG en la médula renal. Los grupos de las hembras tienen un fondo gris en el cual H
estan representadas por una barra blanca y el grupo H+IR esta representado en barras rosa, seguido de los M
en barras blancas y grupo de M+IR en barras azules. Grupos control n=4; IR hembras o machos n=6. Los

datos se muestran como promedio + SE. *p<0.05 vs. H; +p<0.05 vs. M; ¢p<0.05 vs H+IR.

Nuestro segundo objetivo se centr6 en evaluar el curso temporal de la transicion de la LRA

a ERC en ratas hembra y macho. Como habiamos reportado anteriormente®®°

, un episodio
isquémico en ratas macho indujo un aumento progresivo de la proteinuria de 17.2 + 1.4
(primer mes) a 169.2 = 26.2 mg / dL (cuarto mes) y este aumento fue evidente desde el
segundo mes (Fig. 3A). El curso temporal de la funcion renal corregida por el peso corporal
fue similar entre los grupos y no se modificé por la isquemia reperfusion (Fig. 3B). En
cambio se observé un aumento temprano de UH,O,V en el grupo M+IR (primer mes,
comparado con el grupo H+IR. Los niveles de UH,0,V permanecieron elevados durante el
transcurso del tiempo del estudio al compararlos con su grupo control mediante la prueba t,
pero solo significativo por ANOVA al cuarto mes, comparado con el grupo M y H+IR (Fig.
3C). A pesar del mismo dafio por IR inicial, el grupo H+IR no desarroll6 proteinuria ni
elevacion de UH,0,V (Fig. 3A y 3C). Al final del periodo experimental (4 meses), ambos
grupos de ratas hembra exhibieron un peso corporal menor que el de los machos, debido a
la bien conocida diferencia bioldgica de sexo en tamafio y peso corporal. En el grupo M+IR
hubo una ligera reduccidn que se asocié con la transicién de LRA a ERC que mostraron las
ratas macho, efecto que no se observo en las hembras (Fig. 3D). No se observaron

diferencias en la presién arterial media entre los grupos estudiados (Fig. 3E). Los grupos

M+IR y H+IR no mostraron cambios en el FSR corregido por peso corporal, (Fig. 3F).
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Estos datos indican que a pesar de que se indujo el mismo dafio inicial, la progresion de la

enfermedad fue mas rapida en los machos con respecto a las hembras.
A B C

250 1.0 250
+¢
*+C

200 0.8 200

150
100 *+C 04
0.2 50

0.0: 0

Proteinuria
mg/24h
*

Eel
Depuracién de Creatinina/100g
mg/24h

o

=

H0,
pmol/24h

BB

8 8
Eel

800 150

*C
600 *t6
100
3 400 g1
50 1.0
200
05
o, ' . o, ' . ool _ .
s R s IR s R s R s R s R

Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

Peso Corporal
Tensién Arterial Media
mmHg

Flujo Sanguineo Renal/100g
ml/min

Figura 3. La transicion de LRA a ERC es prevenida en ratas hembra. Medido mensualmente A)
Excrecion urinaria proteinas, B) Depuracidon de creatinina, C) Excrecion urinaria de H,O,. Tridngulos blancos
representan H n= 7; triangulos rosa representan H+IR n= 6-8; circulos blancos representan M n= 4-6 y
circulos azules representan M+IR n= 4-6 D) Peso corporal, E) Tensién Arterial Media, y F) Flujo sanguineo
renal. Los grupos de las hembras tienen un fondo gris en el cual H estan representadas por una barra blanca y
el grupo H+IR esta representado en barras rosa, seguido de los M en barras blancas y grupo de M+IR en
barras azules. Grupos control n=4; IR hembras o0 machos n=4-6. Los datos se muestran como promedio + SE.
*p<0.05 vs. H; +p<0.05 vs. M; ¢p<0.05 vs H+IR.

De acuerdo con nuestros hallazgos a nivel funcional, después del cuarto mes, el grupo
H+IR no mostrdé casi ninguna alteracion estructural renal en comparacion con el grupo
M+IR. La microfotografia representativa un rifién de rata del grupo H+IR (Fig. 4A)
contrasta con una microfotografia del rifion de una rata del M+IR (Fig. 4B), donde se

aprecia el area afectada por fibrosis tubulointersticial. EI analisis morfométrico del curso

temporal de la fibrosis tubulointersticial mostré que, 4 meses después de la isquemia, el
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grupo H+IR (Fig. 4C) y el grupo M+IR (Fig. 4D) tuvieron un aumento significativo en la
fibrosis comparado con sus propios controles, sin embargo, el grado el dafio fue mucho
mayor en los machos que en las hembras, 38% vs. 12%, respectivamente (p <0.05). No se
observé dilatacion tubular ni hipertrofia glomerular en el grupo H+IR (Fig. 4E y G,

respectivamente), pero estas alteraciones si se presentaron en el grupo M+IR (Fig. 4F y H).
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Figura 4. La ERC inducida por un episodio de LRA se asoci6 con dafio glomerular y tibulointersticial
en los machos sometidos a IR pero fue prevenida en las ratas hembra. Microfotografias representativas de
cortes de rifién tefiidas con rojo sirio de A) rata IR hembra y B) rata IR macho después de 4 meses de lesion
por IR (aumento 100X). Evolucion temporal de la fibrosis tubulointersticial en C) hembras y en D) machos.
Curso temporal de dilatacion tubular (um) en E) hembras y en F) machos. Curso temporal del &rea glomerular
(um2) en G) hembras y en H) machos. Todos los pardmetros se determinaron a los 1, 2, 3 'y 4 meses en los
grupos H+IR y M+IR y a los 4 meses en grupos H y M. Los grupos de las hembras tienen un fondo gris en el

cual H estan representadas por una barra blanca y el grupo H+IR esté representado en barras rosa, seguido de



los M en barras blancas y grupo de M+IR en barras azules. Grupos control n=4; IR hembras 0 machos n=4-6.

Los datos se muestran como promedio = SE. *p<0.05 vs. H; +p<0.05 vs. M; ¢p<0.05 vs H+IR.

En la Figura 5 se muestra el curso temporal de la distribucion de los diametros
glomerulares en los grupos de las hembras (Fig. 5A-E) y los grupos de machos (Fig. 5G-
K). Al cuarto mes, el grupo control M mostr6 una distribucion normal tipo campana, en la
que se encontr6 aproximadamente el 50% de los glomérulos en el rango de tamafio de 126-
150 um (Fig. 5G). En el grupo M+IR al cuarto mes, hubo un aumento significativo en la
proporcion de glomérulos en rangos mas altos (176-200 y 201-225 um) (Fig. 5K). En
contraste, el grupo H+IR tuvo un patron de distribucion como el del grupo control. Los
resultados presentados en las Figuras 3, 4 y 5 muestran claramente que el grupo M+IR
desarroll6 una ERC progresiva, esta complicacién no se observo en el grupo H+IR, a pesar

del mismo grado de LRA inducido al comienzo del estudio.
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Figura 5. Se observo hipertrofia glomerular en machos, pero se previno en las hembras. A) Porcentaje de glomérulos en el grupo H, B-E) Porcentaje de
glomérulos en los grupos H+IR de 1 a 4 meses, F) Microfotografia representativa de cortes de rifion tefiidas con PAS de una rata H+IR (aumento 100X), G)
Porcentaje de glomérulos en el grupo M, H-K) Porcentaje de glomérulos en los grupos M+IR de 1 a 4 meses, F) Microfotografia representativa de cortes de rifion
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parametros se analizaron contando al menos 100 glomérulos por rata, y los datos se muestran como media + SE. * = p <0,05 vs. H 0 M, respectivamente.
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Después de determinar que la progresion de ERC es diferente en las hembras con
respecto a los machos, nos dimos a la tarea de evaluar algunos de los posibles mecanismos
involucrados en la renoproteccion que muestran las hembras sometidas a un episodio de
LRA. Para conocer los mecanismos responsables en la renoproteccion observada en ratas
hembras, evaluamos los niveles de RNAm de varias vias de sefial involucradas en la
fisiopatologia de la ERC. Los niveles de RNAm de eNOS aumentaron significativamente
en el grupo H+IR al primer y tercer mes después de la IR en comparacién con el grupo
control. En contraste, los niveles de RNAmM de eNOS permanecieron inalterados en los
grupos M+IR, pero fueron significativamente menores a los observados en los grupos H+IR
(Fig. 6A). No hubo cambios en los niveles de RNAm de catalasa entre los grupos, excepto
en el primer mes del grupo M+IR, en el que se observo una reduccion significativa en
comparacion con el grupo H+IR (Fig. 6B). También encontramos un aumento significativo
en los niveles de RNAm de HIFla en el grupo H+IR en el segundo y tercer mes post-
isquemia, lo que contrasta con el comportamiento en el grupo M+IR que fue
significativamente menor que los correspondientes grupos H+IR y diferente del grupo
control M a los 4 meses (Fig. 6C). Aunqgue los niveles de RNAmM de VEGF fueron similares
durante el transcurso del tiempo del estudio en los grupos H+IR y M+IR (Fig. 6D), los
niveles de proteina de VEGF tendieron a ser méas bajos en el grupo M+IR durante el
seguimiento, pero solo se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en el cuarto

mes (Fig. 6E-F).
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Figura 6. Respuesta dimdrfica de algunos mediadores involucrados en la transicion de LRA a ERC. A)
Niveles de RNAm de eNOS, B) Niveles de RNAm de Catalasa, C) Niveles de RNAm HIF-1a, D) Niveles de
RNAm de VEGF, E) Western blot representativo de VEGF y B-actina, y F) Niveles de proteina de VEGF.
Los grupos de las hembras tienen un fondo gris en el cual H estan representadas por una barra blanca y el
grupo H+IR esta representado en barras rosa, seguido de los M en barras blancas y grupo de M+IR en barras
azules. Grupos control n=4; IR hembras o machos n=4-6. Los datos se muestran como promedio + SE.

*p<0.05 vs. H; +p<0.05 vs. M; ¢p<0.05 vs H+IR.

Finalmente, se evaluaron los niveles de RNAm de citocinas antiinflamatorias y

receptores vasoactivos. Hubo un aumento significativo en los niveles de RNAm de TGF-$
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en el grupo H+IR, desde el primer mes posterior a la isquemia y este efecto no se observd
en los grupos M+IR (Fig. 7A). De manera similar, hubo una tendencia al aumento de los

niveles de RNAm de IL-10 en los grupos H+IR (Fig. 7B).
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Figura 7. Respuesta dimorfica de algunos mediadores involucrados en la transicion de LRA a ERC. A)
Niveles de RNAm de TGF-B, B) Niveles de RNAm de IL-10, C) Niveles de RNAm del receptor ET 4, D)
Niveles de RNAm del receptor ETg, E) Niveles de RNAm del receptor AT,, y F) Niveles de RNAm del

receptor AT,. Los grupos de las hembras tienen un fondo gris en el cual H estan representadas por una barra
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blanca y el grupo H+IR esta representado en barras rosa, seguido de los M en barras blancas y grupo de M+IR
en barras azules. Grupos control n=4; IR hembras 0 machos n=4-6. Los datos se muestran como promedio +
SE. *p<0.05 vs. H; +p<0.05 vs. M; ¢p<0.05 vs H+IR.

No se encontraron diferencias en los niveles de RNAm de los factores vasoactivos
(Fig. 7C, E 'y F), excepto en el receptor ETB en el que los valores tienden a ser menores en
los grupos de ratas macho, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa (Fig.

7D).

Efecto de la reduccidn de estrogenos en la transicion de la LRA a ERC

Para analizar el papel de las hormonas sexuales femeninas en la renoproteccion
observada a largo plazo, se ooforectomizaron ratas hembra. La figura 8 A muestra que los
niveles de estradiol se redujeron en un 55% en ratas ooforectomizadas (Oof), un mes
después de la cirugia, en comparacién con el grupo control y este grupo de ratas gané mas
peso corporal que las ratas control hembra (dato no mostrado). Aunque la depuracion de
creatinina fue mayor en el grupo Oof que en el grupo H, la diferencia no fue significativa
(ANOVA) (Fig. 8C) y cuando la depuracién de creatinina se corrigio por el peso corporal,
se observaron resultados similares (0.53 + 0.07 vs. 0.66 + 0.08 ml/min/100 g de peso, p=
NS). Un mes después, la mitad de las ratas ooforectomizadas se sometieron a IR renal y el
resto a cirugia sham. Después de 24 h, la proteinuria fue mucho mayor en el grupo Oof+IR
que en el grupo H+IR (Fig. 8B). La LRA también se evidencié por la reduccion de la
depuracion de creatinina y del flujo sanguineo renal en ambos grupos (Fig. 8C y D,
respectivamente). Luego, se analiz6 el curso temporal de la LRA a ERC. La excrecion

urinaria de proteinas aumentd progresivamente en el grupo Oof+IR desde el tercer mes
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posterior a la isquemia (Fig. 8E), siendo bastante similar al comportamiento del grupo

M+IR (figura 3A).
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Figura 8. La disminucién de los niveles de estrdgenos se asocia con la transicion de LRA a ERC en las
ratas hembra. A) Niveles estradiol antes de la ooforectomia (barra blanca n= 24) y un mes después de la
ooforectomia (barras naranja n= 24) Luego, las ratas oof se sometieron a cirugia sham o IR de 45 min y se
estudiaron de 24 horas o de 1 a 4 meses. B) Niveles de proteinuria, C) depuracion de creatinina, D) FSR 24-h
post IR. Los grupos de las hembras tienen un fondo gris en el cual H estan representadas por una barra blanca
y el grupo H+IR esta representado en barras rosa, seguido de las Oof en barras blancas y grupo de Oof+IR en
barras naranja. Grupos control n=4; IR hembras u Oof n=4-6. E) excrecién de proteina urinaria, y F)

excrecién urinaria de H,O, se midieron cada 30 dias durante el seguimiento. Los tridngulos rosa representan
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H+IR (n = 6-8), los cuadrados naranja representan IR + Oof (n = 4-8). Los datos se muestran como promedio
+ SE. * p <0,05 vs. H, + p <0,05 vs. Oof, ¢p <0,05 vs. H+IR.

Como podemos observar en la figura 8A, los niveles de estradiol no disminuyen
completamente por la ooforectomia, sino que disminuyen a la mitad, aproximadamente,
este hecho podria darse debido a que existe aromatizacion periférica; asi mismo, la
presencia de niveles no tan bajos de estradiol en los animales ooforectomizados podria
explicar el hecho de que los niveles de proteinuria que se observan en las ratas Oof+IR son
menores a los observados en las ratas M+IR. De manera similar, el estrés oxidativo en el
grupo Oof+IR fue mayor que el grupo H+IR desde el segundo mes (p=0.05), alcanzando
una diferencia estadisticamente significativa en el tercer y cuarto mes (Fig. 8F). Estos
resultados sugieren que las hormonas sexuales femeninas desempefian un papel crucial para

evitar la transicion de la LRA a ERC

Los resultados de esta primera parte del estudio fueron publicados en el 2017:

Lima-Posada I, Portas-Cortés C, Pérez-Villalva R, et al. Gender Differences in the Acute
Kidney Injury to Chronic Kidney Disease Transition. Scientific Reports. 2017;7:12270.

d0i:10.1038/s41598-017-09630-2.

Efecto del bloqueo de la via genémica y no gendémica de los receptores de estrégenos.

Para disecar la participacion de los estrdégenos en la transicion de la LRA a ERC, se
utilizaron ratas hembra aleatorizadas en: 1) cirugia falsa, 2) IR y 3) IR mas el bloqued
de los receptores de estrogenos o y B de los estrogenos con Fulvestrant y 4) IR mas el
antagonismo del GPER con G-15. Los animales se estudiaron a los 5 meses. En la

figura 9 se muestran la proteinuria y la depuracion de creatinina de las ratas a las que se
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mg/24h

les bloguearon los RE 24 h posteriores a la IR. Como era de esperarse, los animales
sometidos a IR presentaron una elevacion significativa de la proteinuria (Fig. 9A). La
IR también produjo la disfuncion renal caracteristica (Fig. 9B). Cabe resaltar que no
hubo diferencias entre los grupos sometidos a IR, es decir, el blogueo de los receptores
de estrdgenos no modifico la magnitud del dafio renal agudo inducido por IR.

Los animales se siguieron por 5 meses, en la Figura 10 se muestra la proteinuria de
los cinco grupos estudiados, en donde se aprecia que no hubo elevacién progresiva de
las proteinas en la orina en los grupos de las ratas tratadas con Fulvestrant o G-15, es
decir no desarrollaron ERC. No encontramos diferencias estadisticamente significativas
en la presion arterial, flujo sanguineo renal, peso renal o peso corporal en los animales
al quinto mes post-isquemia (datos no mostrados). Esto sugiere que el efecto dimorfico
de la transicion de la LRA a ERC no es mediado por los receptores intracelulares de
estrogenos o el receptor GPER de la via no genémica de los estrogenos. Con base en
estos resultados podemos concluir que la renoproteccion observada en las hembras no

parece ser mediada por la accion de los estrégenos sobre un tipo especifico de receptor.
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Figura 9. El bloqueo de los receptores de estrogenos no influyé en el efecto de la isquemia-reperfusion

sobre los niveles de proteinuria y depuracién de creatinina. A) Niveles de proteinuria, B) Niveles de
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depuracién de creatinina. (n=5-8 por grupo). El grupo S se representa en barras rosa claro, el grupo IR se
representa en barras rosa, el grupo IR+F se representa en barras moradas, el grupo IR+G-15 (administrado
con bombas miliosmoticas) se representan en barras lila y el grupo IR+G-15 (administrado subcutaneamente)

se representan en barras lila claro. * p< 0.05 vs. S.
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Figura 10. Efecto del bloqueo de los receptores de estrégenos en las hembras en el seguimiento de la
proteinuria por 5 meses. A) Niveles de proteinuria. (n= 5-8 por grupo). El grupo S se representa en circulos
rosa claro, el grupo IR se representa en circulos rosa, el grupo IR+F se representa en diamantes morados, el
grupo IR+G-15 (administracion subcutanea) se representa en triangulos hacia arriba color lila claro y el grupo

IR+G-15 (administracion con bombas miliosmoticas) se representa en tridangulos hacia abajo color lila.

Reduccion de la testosterona en la transicion de la LRA a ERC

Con el fin de dilucidar si la testosterona juega un papel deletéreo en la transicion de
LRA a ERC observada en los machos, se estudiaron 2 grupos de animales: 1) machos
intactos (sometidos a cirugia falsa o IR de 45 min), 2) machos castrados, (sometidos a

cirugia falsa o IR de 45 min). Los animales se estudiaron 24 h post cirugia y se determino
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mensualmente la proteinuria, siendo sacrificados y estudiados a las 24h, 48 h, 7 dias y 5
meses.

En la Figura 11A se muestran los niveles de testosterona en los machos intactos y
los machos que fueron castrados, medidos un mes después de la castracion; como se puede
observar, los machos que fueron castrados tienen muy bajos los niveles de testosterona.
También analizamos si los niveles de testosterona se veian afectados ante un episodio de
LRA, por lo cual fueron analizados en los S e IR, como se puede observar en la Figura 11B,
la IR no alterd los niveles de testosterona. En la Figura 11C y 11D se observa la excrecion
urinaria de proteinas y la funcion renal a las 24 h post-isquemia, comparada con los grupos
controles respectivos. Como se puede apreciar, los animales sometidos a IR presentaron
una elevacion significativa de la proteinuria, siendo la magnitud del incremento similar en
los machos castrados y machos intactos (Fig. 11C). La IR también produjo disfuncion renal
que se caracterizo por la reduccion significativa de la depuracion de creatinina (Fig. 11D).
Posteriormente estos animales se dejaron evolucionar durante 5 meses y se midié la
proteinuria mensual, en la Figura 12 podemos observar la evolucion de la proteinuria
durante los 5 meses de seguimiento. De manera muy interesante encontramos que los
machos castrados sometidos a IR no desarrollaron proteinuria durante los 5 meses de
seguimiento, mientras que, como habiamos reportado previamente, los machos sometidos a

IR presentaron una elevacién progresiva de la proteinuria.
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Figura 11. La disminucion de los niveles de testosterona no impacté en los niveles de proteinuria y
depuracion de creatinina en la isquemia-reperfusion. A) Niveles de testosterona, B) Niveles de
testosterona, C) Niveles de proteinuria, y D) depuracién de creatinina. El grupo de S esta representado por
una barra azul celeste, el grupo IR esté4 representado en barras azules, seguido de las S Castrado en barras
verde claro y grupo Castrado +IR en barras verdes (n= 7-8 por grupo). Los datos se muestran como promedio
+ SE. * p< 0.05 vs. Sham. * p< 0.05 vs. Sham machos intactos; +p<0.5 vs. Sh castrados; # p< 0.05 vs. IR

machos intactos.

Con base en estos resultados, decidimos estudiar los mecanismos agudos que instalan las
ratas macho castradas, que pudieran estar previniendo la progresion a ERC. Para esto
estudiamos a los animales en etapas tempranas posteriores a la induccién de LRA, es decir

24 h, 48 hy 7 dias post-IR.
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Figura 12. La castracion previno el incremento de la proteinuria en los animales sometidos a IR.
Niveles de proteinuria medidos mensualmente del mes 1 al 5. El grupo de S esta representado por circulos
azul celeste, el grupo IR esta representado por cuadrados azules, el grupo S castrado en triangulos verde claro
y grupo castrado +IR en tridngulos verdes (n= 7-8 por grupo). Los datos se muestran como promedio = SE. *
p< 0.05 vs. Sham. * p< 0.05 vs. Sham machos intactos; +p<0.5 vs. Sh castrados; # p< 0.05 vs. IR machos
castrados.

Como habiamos observado anteriormente al inducir un episodio de LRA, 24 h
después hay un incremento en la proteinuria y disminucion en la depuracion de creatinina
en los grupos IR comparados con su grupo control respectivo (Fig. 13A y 13B). ElI FSR
tuvo un comportamiento interesante, en el grupo de los machos sometidos a IR se observd
hipoperfusion renal a las 24 h post- IR, como hemos reportado anteriormente, mientras que,
el grupo de machos castrados sometidos a IR no mostro la hipoperfusién caracteristica, sino
gue incluso se observé un aumento significativo del FSR comparado con los machos IR y
su propio control (Fig. 13C). Anteriormente habiamos reportado que la excrecion urinaria
de H,0O, incrementa a las 24 h en los machos IR, de manera interesante podemos observar
qgue en los machos IR este incremento se previno, comportamiento que es similar al
observado en las hembras (Fig. 13D). No se observaron cambios en la tension arterial

media.
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Figura 13. La castracién previno la disminucién del FSR y el incremento en la excrecién de H,0, en
orina en los animales sometidos a IR a las 24 h de reperfusion. A) Proteinuria, B) Creatinina sérica, C)
FSR, y D) H,0, urinario. El grupo de S estd representado por una barra azul celeste, el grupo IR esta
representado en barras azules, seguido de las S Castrado en barras verde claro y grupo Castrado +IR en barras
verdes (Grupos control n= 4, grupos IR n= 6). Los datos se muestran como promedio + SE. * p< 0.05 vs.
Sham. * p< 0.05 vs. Sham machos intactos; +p<0.5 vs. Sh castrados; # p< 0.05 vs. IR machos intactos.
Después de 48 h de reperfusion, las ratas sometidas a IR volvieron a valores
normales de proteinuria (Fig. 14A). Las ratas IR mantuvieron niveles elevados de creatinina
sérica e hipoperfusion renal, mientras que las ratas Castradas +IR, presentaron recuperacion
de la funcién renal, como se aprecia los niveles de creatinina sérica y del FSR se

encontraron en un rango normal como el grupo control (Fig. 14 B y C). Asi mismo, hubo

un aumento significativo en el peso renal en ambos grupos sometidos a IR, aunque fue
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estadisticamente mayor en las ratas intactas, comparadas con las ratas castradas (Fig. 14 D).

No se observaron cambios en la tensién arterial media.
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Figura 14. La castracion previno la disminucién del FSR, el aumento de la creatinina sérica y la
inflamacion, de manera parcial, en los animales sometidos a IR a las 48 h de reperfusion. A) Proteinuria,
B) Creatinina sérica, C) FSR, y D) Peso renal. El grupo de S esta representado por una barra azul celeste, el
grupo IR esta representado en barras azules, seguido de las S Castrado en barras verde claro y grupo Castrado
+IR en barras verdes (Grupos control n= 4, grupos IR n= 6). Los datos se muestran como promedio + SE. *
p< 0.05 vs. Sham. * p< 0.05 vs. Sham machos intactos; +p<0.5 vs. Sh castrados; # p< 0.05 vs. IR machos

intactos.

Siete dias después de la IR, los valores de creatinina serica se encontraron normales
en todos los grupos (Fig. 15 A), no hubo cambios en la TAM y el FSR se recuperé en el
grupo IR (Fig. 15 B). De manera interesante observamos un aumento del peso renal en el

grupo de machos sometidos a IR, efecto que se previno en el grupo de castrados con IR
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(Fig. 15 C). Estos resultados muestran el efecto deletéreo de la testosterona en la etapa

aguda de la transicion de la LRA a ERC.
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Figura 15. La castracion previno la inflamacion en los animales sometidos a IR a los 7 dias de
reperfusion. A) Creatinina sérica, B) FSR, y C) Peso renales. El grupo de S esta representado por una barra
azul celeste, el grupo IR esta representado en barras azules, seguido de las S castrado en barras verde claro y
grupo Castrado +IR en barras verdes (Grupos control n= 4, grupos IR n= 6). Los datos se muestran como

promedio = SE. * p< 0.05 vs. Sham. * p< 0.05 vs. Sham machos intactos; # p< 0.05 vs. IR machos intactos.

Efecto del bloqueo de los receptores de androgenos en la transicion de la LRA a ERC

Para demostrar que la testosterona es responsable de estos efectos, decidimos
bloquear los receptores de andr6genos con un antagonista competitivo: la Flutamida. Para
esto realizamos una prueba piloto en la que decidimos estudiar tres grupos de ratas
administradas con una dosis baja, intermedia o alta (1.5, 3, 6 6 mg/rata/dia,
respectivamente), con el fin de determinar la dosis adecuada para llevar a cabo los
experimentos. Los animales recibieron flutamida siete dias antes y 7 dias después de la
cirugia falsa o la IR. Al dia 7 posterior a la primera administracion se midieron los niveles
de testosterona, lo cual nos puede indicar de manera indirecta el bloqueo de los receptores.

Con base en este resultado determinamos usar la dosis intermedia, ya que fue suficiente
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para llevar a cabo el bloqueo de los receptores de andrdgenos, como se demuestra por la

elevacion de los niveles de testosterona en plasma (fig. 16).

Testosterona
20-

15+

ng/mi
=

S 1.5mg 3mg 6 mg

Flutamida

Figura 16. Niveles de Testosterona después de 7 dias de administracion de flutamida. (n= 3 ratas por
grupo).

Posteriormente llevamos a cabo el experimento con los animales tratados con
flutamida y seguimiento crénico. En la Figura 17 se muestra la progresion de la
proteinuria, en la cual podemos ver que los machos sometidos a IR presentan aumento
significativo de la proteinuria desde el segundo mes post IR, similar a los resultados
anteriores, el cual es prevenido por la administracion de flutamida, comportamiento que se
mantuvo hasta el quinto mes de seguimiento. Estos resultados indican que el blogueo de los
receptores de andrégenos por la flutamida, previene el incremento de la proteinuria

inducida por IR, uno de los marcadores de ERC.
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Figura 17. La IR indujo aumento progresivo en los niveles de proteinuria el cual fue prevenido por la
flutamida. Niveles de proteinuria medidos mensualmente del mes 1 al 5. El grupo de S esta representado por
circulos azul celeste, el grupo IR esta representado por cuadrados azules, el grupo S+Flut en tridngulos grises
y grupo IR+Flu en tridngulos blancos (n= 6-8 por grupo). Los datos se muestran como promedio + SE. * p<

0.05 vs. M, +p< 0.05 vs. M+Flut, # p< 0.05 vs. IR+Flut.
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DISCUSION

Estudios epidemioldgicos han mostrado que la LRA es un factor de riesgo para
ERC; ademas existe dimorfismo sexual en la progresion de diversas enfermedades renales.
En este estudio, mostramos que después de 24 horas de inducir isquemia renal bilateral de
45 minutos, las ratas hembra y macho mostraron una extension similar de dafio renal, pero
después de 4 meses del dafio inicial, el grupo M+IR, pero no el grupo H+IR, mostro signos
claros de ERC, caracterizados por proteinuria, aumento del estrés oxidativo y dafio
estructural (hipertrofia glomerular y fibrosis tubulointersticial). Estos hallazgos demuestran
que las hembras son menos susceptibles a desarrollar ERC después de un episodio de IR a
pesar haber tenido un grado similar de LRA inicial (fig. 1). Ademas, cuando las ratas
hembra fueron ooforectomizadas, este grupo exhibio proteinuria y estrés oxidativo como el
grupo M+IR. Estos resultados indican que el dimorfismo sexual observado se puede
atribuir a las hormonas sexuales, ya que, la ooforectomia generé un comportamiento similar
de la transicion de LRA a ERC en ratas hembra a la observada en ratas macho. Varios
estudios han demostrado que la respuesta renal a diferentes procesos patoldgicos es
diferente entre machos y hembras, lo cual también se ha observado en humanos.
Especificamente, se ha reportado que la enfermedad renal en los hombres se asocia con una
progresion més rapida independientemente de las diferencias en la presion arterial*64°>086

8 En IR los resultados no son tan consistentes. Los estudios realizados en ratas Wistar han

mostrado que las lesiones funcionales y estructurales inducidas por isquemia/reperfusion

90-92 93,94

son mas severas en machos™ ~“, similares entre hembras y machos™ ", o incluso se agravan
en ratas hembra comparado con los machos®, y estos resultados difieren a lo que ocurre en

ratones, en los que las hembras son mas resistentes a las lesiones por IR*. Usando
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marcadores de la funcidn renal (depuracién de creatinina y flujo sanguineo renal), y de
lesion tubular (proteinuria, % de los tubulos lesionados y excrecion urinaria de Hsp72),
encontramos que, después de 24 h de isquemia renal bilateral, las ratas hembra y macho
mostraron la misma magnitud de dafio. Por lo tanto, no se observd dimorfismo sexual en el
dafio por IR después de 24 h, excepto en el estrés oxidativo, pues el grupo H+IR no exhibio
elevacion de UH,0,V, como se observé en el grupo M+IR (Fig. 1D). Este hallazgo sobre el
estrés oxidativo se exploré6 méas a fondo en el tejido renal mediante la medicion del
contenido renal de GSH. El grupo M+IR de hecho mostrd una reduccién significativa en la
relacion GSH/GSSG tanto en la corteza renal como en la médula, un efecto que no se
observé en el grupo H+IR (Fig. 1 A-B), a pesar de la extensa lesién proximal tubular (Fig.
1). Estos resultados indican que las hormonas femeninas parecen mantener el contenido de
GSH en condiciones extremas y también son capaces de proteger gracias a su poderosa
actividad antioxidante, que ha sido previamente demostrada®. Aunque las hembras
exhibieron un estrés oxidativo menor que las ratas macho, no fue suficiente para reducir la
lesion por IR, ya que varios mecanismos tienen lugar en la fisiopatologia de la LRA,
principalmente: 1) incremento de la vasoconstriccion, debido a un desequilibrio en la
liberacion de factores vasoconstrictores y vasodilatadores; 2) lesién endotelial, que
promueve la activacion y transmigracion de leucocitos capaces de producir citocinas y un
estado proinflamatorio; y 3) la lesién de las células epiteliales al contribuir también a la
inflamacion a través de la liberacion de citocinas quimiotacticas, y por la perdida de la
integridad tubular que provoca una reduccion en la activacion de las vias de
supervivencia®. La progresion de la ERC después del dafio por IR se observé en el grupo

83-85

M+IR de acuerdo con nuestros estudios previos™ ~°, pero curiosamente, las ratas hembra
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no desarrollaron ERC. Entre los mecanismos potenciales regulados por las hormonas
sexuales se encuentran: cambios en la hemodindmica renal y liberacion de factores
vasoactivos alterados, factores de transcripcion, citocinas pro-fibréticas y pro-
inflamatorias®. Ademés, las hormonas femeninas pueden influir en la defensa en respuesta
a eventos fisiopatoldgicos por su propiedad antioxidante®. El efecto antioxidante del
estrogeno estd mediado por el grupo hidroxilo en la posicion C3 del anillo A de la molécula
esteroide, se ha reportado que la ouabaina, un inhibidor de la Na*/K* ATPasa bloquea estos
efectos protectores, lo que sugiere que el efecto antioxidante ayuda a mantener la funcién
de esta bomba y reduce la acumulacion de sodio intracelular®™. De hecho, en el estudio del
curso temporal de H,O, en orina durante la transicion de LRA a ERC, observamos que el
estrés oxidativo fue mayor en el grupo M+IR que en el grupo H+IR, un efecto que se
observd en una fase muy temprana después de isquemia y se mantuvo a lo largo del estudio
(Fig. 1D, 2 y 3C). El menor estrés oxidativo en ratas hembras expuestas a dafio por IR no se
observé cuando las ratas fueron ooforectomizadas (Fig. 8F). La disfuncion endotelial es
causada por niveles reducidos de 6xido nitrico (NO) derivado del endotelio. Se ha
reportado que las enfermedades renales se asocian con una sintesis reducida de NO
provocada por la reduccién de la expresion o actividad de eNOS*. Encontramos que
durante la transicion de LRA a ERC, el grupo M+IR presentd niveles similares de RNAm
de eNOS durante todo el estudio. En contraste, estos niveles aumentaron significativamente
en el grupo H+IR muy temprano después del dafio. Estos resultados indican que las ratas
hembras, ademas de tener una mejor respuesta antioxidante, también pueden generar mas
NO, que se asocio con la prevencion de la enfermedad. En condiciones de baja tension de

oxigeno, HIFla desempefia un papel esencial en la regulacion de varios de sus genes
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blanco. Media acciones sobre: proliferacion celular, angiogénesis, apoptosis, etc.'®°. HIF 1o
regula la angiogénesis al aumentar la expresion de VEGF. Durante la transicion de LRA a
ERC hay una hipoxia crénica y una reduccién de los capilares peritubulares'. Estos
hallazgos sugieren que la sefializacion HIF la puede verse afectada durante esta transicion.
De hecho, observamos que el mayor dafio en el grupo M+IR se asocid con una reduccion
significativa en los niveles de RNAmM de HIFla y la proteina de VEGF al cuarto mes.
Mientras que se observé una respuesta dimorfica en el grupo H+IR, porque los niveles de
RNAm de HIF 1a aumentaron después del dafio por IR desde el primer mes, alcanzando una
diferencia estadistica por ANOVA después del segundo mes. Estos resultados sugieren que
otro mecanismo por el cual las ratas no progresaron a la ERC est4d mediado por su
capacidad para aumentar el HIF 1a desde las primeras etapas después del dafio por IR, que a
su vez podria ayudar a prevenir la rarefaccion vascular, la hipoxia cronica y la fibrosis
renal. Ademas de esto, se ha observado que los estrégenos tienen propiedades antifibréticas
y antiapoptéticas en los cardiomiocitos'%. También se ha reportado que la administracion
de 17-beta estradiol a ratas hipertensas ooforectomizadas atenua la glomeruloesclerosis y la
fibrosis tubulointersticial’®, mientras que en ratas con diabetes tipo Il, esta hormona
protege los podocitos al aumentar el RE p %. Este efecto sobre los podocitos, parece ser
mediado por la estabilizacion del citoesqueleto’®. Por el contrario, se ha postulado que la
testosterona tiene propiedades fibrdticas y apoptéticas mediante el aumento de la
sefializacion de TNFo®. De acuerdo con esta evidencia, el grupo M+IR desarrollé
hipertrofia glomerular y fibrosis tabulointersticial después del dafio por IR, pero estas
alteraciones se previnieron en las ratas hembra. De manera sorprendentemente, el curso

temporal de los niveles de RNAm de TGF-B después del insulto isquémico mostré una
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respuesta claramente dimorfica. En el grupo H+IR, los niveles de RNAmM de TGF-3
aumentaron significativamente desde el primer mes y se mantuvieron elevados a lo largo
del estudio, mientras que en el grupo M+IR no se produjo esta respuesta antiinflamatoria.
De manera similar, la interleucina 10 solo tiende a aumentar en los grupos H+IR. Aunque

1'% también se

varios estudios describen el papel fundamental del TGF-p en la fibrosis rena
ha observado que el uso de anticuerpos contra el TGF-B en modelos de nefropatia
diabética'® o en nefropatia inducida por el aminonucleésido puromicina’® empeora la
proteinuria. De hecho, Wang W et al. mostraron que el TGF-$ puede reducir la inflamacion
a través de Smad7'®. Dada la significativa fibrosis tubulointersticial en ratas macho en
comparacion con las hembras, creemos que la elevacion temprana de esta citocina en ratas
hembra podria estar ejerciendo un efecto renoprotector. En apoyo a esto, Klempt et al.
reportaron que TGF-B se induce después de la isquemia cerebral y este aumento se asocio

I Ademéas, se ha reportado que las propiedades

con la reparacion post-axia
antiinflamatorias de TGF-B estan mediadas a través de promover la polarizacion de los
macréfagos Th2 antiinflamatorios en malaria cerebral™. Por lo tanto, el incremento en los
niveles de RNAmM de TGF-B en las etapas iniciales después de la isquemia observada en el
grupo H+IR es otro mecanismo benéfico que las hembras instalan después del dafio por IR.
En resumen, hay un dimorfismo sexual en la transicion de LRA a la ERC y la
renoproteccion observada en el grupo H+IR se perdi6 con la ooforectomia: estos resultados
sugieren que las hormonas sexuales femeninas son responsables de la renoproteccion

observada. Dentro de los mecanismos renoprotectores que instalaron hembras despueés del

dafio renal por IR se encuentran: una mejor defensa antioxidante y antiinflamatoria, asi
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como los niveles mas altos de RNAm de HIFla y eNOS™, como se resume en la Figura

18.
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Figura 18. Dimorfismo sexual en la transicién de lesion renal aguda enfermedad renal crénica. Después
de un episodio de LRA, las hembras no progresan a ERC a través de menores niveles de estrés oxidante,
aumento de la sefializacién de HIF-1a/VEGF, niveles mas altos de RNAm de eNOS y TGF-B, que generan
menos fibrosis y proteinuria. Mientras que los machos progresan a ERC, ya que promueven niveles mas altos
de estrés oxidante y disminuyen la sefializacion HIF-1a/VEGF.

Con base en los resultados obtenidos en la primera parte del trabajo y publicados el
Scietific Reports en el 2017, decidimos disecar la participacion de los estrogenos en el
proceso de transicion de LRA a ERC. Para esto decidimos usar antagonistas de los
receptores de estrégenos. Utilizamos el fulvestrant, ya que es un potente antagonista de los
RE o y B** con la finalidad de disecar el papel de la via genémica de esta hormona en el
efecto dimorfico en la transicion de la LRA a ERC que observamos en la primera parte de
este estudio. Ya que la inhibicion de los RE o y B no indujo progresion a ERC en estos

animales, concluimos que la renoproteccion observada en las hembras, no esta mediada por
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los estrogenos a través de estos receptores. Resultados similares fueron descritos
previamente en un modelo de dafio renal por arresto cardiaco seguido de resucitacion
cardiopulmonar en ratones C57BL/6. En estos animales que tenian deletados los REs, se
observé que las hembras sometidas al arresto cardiaco y resucitacion, no presentaron dafio
renal, de igual forma la administracién del antagonista ICI 182. 780 (Fulvestrant) de los
receptores o y B de los estrogenos, no altero la renoproteccion en las hembras**®. Ya que los
estrogenos median tanto actividades clésicas, es decir, de la via gendmica, como no clésicas
a través de la via no genémica™***°, También decidimos bloquear el receptor de la via no
genémica GPER con el antagonista G-15''°. Sorprendentemente, el bloqueo de la via
gendmica en las ratas hembra tampoco indujo transicion de LRA a ERC. También se habia
observado en un modelo de dafio renal en ratones que la delecion del receptor GPER, no
alteré la renoproteccion mediada por estrégenos en las hembras'’. De manera interesante y
contrario a lo que esperabamos, los resultados observados en las ratas a las que se les
bloqued la sefializacion de la via genémica y no gendmica, de manera separada, muestran
que no hubo progresién a ERC por el dafio renal por IR, como se observa en la figura 10.
Esto nos lleva a concluir que el posible efecto protector de los estrégenos, no es mediado
sobre s6lo un tipo especifico de receptor, por los receptores o y B, 0 por las acciones no
gendmicas de los receptores a través del GPER, al menos no de manera individual, pues no
se bloquearon las vias en conjunto. Se necesitan mas estudios para disecar el rol protector

de los estrogenos en la transicion de la LRA a ERC.

Con base en los resultados anteriores decidimos explorar el papel de la testosterona
en la transicién de la LRA a ERC. Los datos arrojados por el experimento de los animales

macho castrados y sometidos a IR sugieren que la testosterona podria tener un papel
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deletéreo en la progresion de la ERC por un episodio de LRA, ya que los animales
castrados no desarrollan proteinuria al quinto mes de evolucion (fig. 12). Por lo tanto
decidimos estudiar estos animales en las etapas tempranas posteriores a un episodio de
LRA y encontramos varias observaciones muy interesantes. Los animales castrados
sometidos a IR recuperan el FSR de manera mas eficaz comparados con los machos sin
castrar. Como reportamos en la primera parte de nuestro trabajo, los machos tienen
menores niveles de RNAm de eNOS'! y de hecho se ha reportado también en otros
estudios que los machos tienen menor expresién de eNOS™, y menor produccién de NO**,
pero la castracion aumenta la produccion de NO®’. Ademéas los machos también tienen

mayor densidad de receptores ETa en comparacién con ETb''®

, Y se ha reportado que ante
fenémenos de IR los machos tienen mayores niveles de pre-proendotelina®. Por lo tanto, la
castracion podria estar actuando a traves de moléculas vasoactivas en las que se ha
observado dimorfismo sexual, de manera que la ausencia de testosterona permita recuperar
de manera més eficaz el FSR. Otro de los mecanismos interesantes en el que observamos
dimorfismo sexual fue en el estrés oxidante, ya que los machos intactos presentaron

elevacién de H,0, urinario, como habiamos reportado anteriormente®™*

, qQue se previno en
el grupo C+IR. Al respecto se ha reportado en modelos animales dimorfismo sexual en la
produccién de ERO’®. Y en un modelo de isquemia reperfusién se observé que la
castracién activa la SOD (superdxido dismutasa), indicando que la testosterona ejerce una
regulacion sobre la produccién de ERO®. Asi mismo, los machos castrados tienen una
mejor respuesta al proceso inflamatorio, comparados con los machos sin castrar, ya que

observamos que en etapas agudas posteriores al dafio renal por IR, los machos mantienen

un estado de inflamacion, ya que hasta el séptimo dia de reperfusion se observo un aumento
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en el peso renal, el cual se previno en los machos castrados. De hecho se ha reportado que
la expresion de citocinas proinflamatorias es mayor en ratones macho comparado con las

1®* y en modelos de nefrotoxicidad®. Por lo

hembras sometidos a isquemia reperfusion rena
tanto, la deplecion de testosterona podria estar cambiando el perfil de citocinas pro-

inflamatorias.

Con el fin de llevar a cabo una maniobra terapéutica que nos permitiera incidir en el
bloqueo de los efectos de la testosterona especificamente, decidimos bloquear los
receptores de androgenos con el antagonista flutamida, que es un potente inhibidor de los
receptores de andrégenos**® 2. Los resultados observados en los animales a los que se les
bloquearon los receptores de andrdgenos (figura 17), muestran que no se produce un
incremento progresivo en la excrecion urinaria de proteinas en el grupo M+Flut, como si se
observa en el grupo M+IR, como reportamos anteriormente™*. Por lo tanto concluimos que
la flutamida es eficaz en el antagonismo de los efectos deletéreos de la testosterona, ya que
mitigd el desarrollo de proteinuria y el antagonismo de los receptores de andrdgenos es un

posible blanco terapéutico para la prevencion del desarrollo de ERC.

Todos estos resultados indican que las hormonas juegan un papel primordial en la
transicion de la LRA a ERC, ya que la manipulacion tanto por castracion, como por
ooforectomia, modifican el curso temporal de la enfermedad. Ademas la testosterona juega
un papel importante en la fisiopatologia de la LRA y en la transicion a ERC, ya que el
bloqueo de sus efectos mediante castracion o farmacol6gicamente, tiene efectos benéficos

en la progresion de LRA a ERC.
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CONCLUSION

La elaboracion de este trabajo permiti0 demostrar que las ratas machos
desarrollaron ERC después de cuatro meses de reperfusion, mientras que las ratas hembra
no desarrollaron la enfermedad en este periodo experimental. El desarrollo de ERC se
caracteriz6 por el aumento de la proteinuria desde el tercer mes de evolucion,
exacerbandose en el cuarto mes; disfuncion renal por disminucion en la depuracién de
creatinina; alteraciones histopatolégicas como fibrosis tabulointersticial, dilatacion tubular
e hipertrofia glomerular. La transicion de la LRA a ERC esta influenciada por las hormonas
sexuales, ya que se modificd por la ooforectomia y la castracion. ElI dimorfismo sexual
puede estar relacionado con cambios en la produccién de éxido nitrico y estrés oxidante.
Ya que en las ratas macho observamos niveles de estrés oxidante persistentes a lo largo de
la evolucion de la enfermedad, mientras que en las ratas hembra los niveles de estrés
oxidante fueron similares a los del grupo control. Ademas los niveles de mMRNA de eNOS
se mantuvieron elevados en las ratas hembra a lo largo del periodo experimental. Asi
mismo se observaron niveles elevados de mMRNA de TGF-f y HIF-1a en las hembras,
comparados con los niveles de mensajero en los machos. Estas citocinas pueden estar
implicadas en el dimorfismo sexual de la enfermedad observado en los grupos
experimentales. Ademas la testosterona parece tener un efecto deletéreo en la transicion de
la ERC, ya que maniobras de castracion o farmacoldgicas, modifican el patron de dafio
generado de manera aguda, mediante una recuperacion del FSR de manera més eficaz y una
mejor respuesta al proceso inflamatorio, comparados con los machos intactos; lo que

previene la progresion a ERC. Estos resultados nos llevan a concluir que si existe un efecto
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del dimorfismo sexual en la transicion de LRA a ERC y esta influenciado por las hormonas

sexuales.

PERSPECTIVAS

Disecar otros mecanismos moleculares especificos de renoproteccion en las

ratas hembra.

Evaluar otros mecanismos de renoproteccion en las ratas macho castradas, en la

transicion de la LRA a ERC.

Evaluar otros mecanismos de renoproteccion en los animales a los que se les

bloquearon los receptores de andrdgenos con el antagonista Flutamida.
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