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Resumen

Antecedentes: La lesion renal aguda es un sindrome que se caracteriza por una caida
transitoria del flujo sanguineo renal, lo que ocasiona disfuncion renal y dano tubular severo.
La morbilidad y mortalidad por dano renal agudo no se ha modificado en las ultimas cuatro
décadas. En un estudio realizado en nuestro laboratorio demostramos que la administracion
profilictica de espironolactona (Sp) (antagonista de los receptores a mineralocorticoides)
previene el dano renal inducido por isquemia/reperfusion (I/R), lo que suglere que la
aldosterona es un mediador clave en el danio funcional y estructural que se presenta durante
el dano renal agudo. Diversos grupos han demostrado que el dano por lesion renal aguda se
debe a una vasoconstriccion sostenida, probablemente ocasionada por el aumento en la

produccion de moléculas vasoactivas como endotelina, angiotensina Il y la cinasa Rho.

Hipotesis: El bloqueo de los receptores a mineralocorticoides con espironolactona
después de haber producido el msulto por I/R puede prevenir el dano, y es posible que esta
proteccion esté asociada con la disminucion de la expresion de moléculas relacionadas con la

produccion vasoconstriccidon como endotelina, la cinasa Rho y angiotensina I1.

Objetivo: LEvaluar si el bloqueo de los receptores a mineralocorticoides con

espironolactona puede prevenir el dafio renal una vez que se ha producido el insulto por I/R.

Material y métodos: Se estudiaron seis grupos de seis ratas Wistar cada uno. 1) Sham (S);
2) grupo al que se le produjo 1isquemia bilateral por 20 min; 4) grupo tratado con Sp
mmediatamente después de la isquemia (20 mg/kg) (Sp0); 5) ratas que recibieron Sp 3 h
después de producir la isquemia (Sp3); 6) animales tratados con Sp 6 h después de la
1squemia (Sp6) y finalmente, 7) el grupo al que se le administré Sp 9 h después de haber
producido el insulto. Después de 24 h de reperfusion se evaluaron la presion arterial media
(TAM), el flujo sanguineo renal (FSR), se determino la tasa de filtracién glomerular (T'GF) y
los niveles renales de malondialdehido (MDA). Se evalu6 la excrecion urinaria de proteinas
(UProtV) y mediante tincién de PAS (tincién de acido peryodico de Schiff) se cuantifico el
numero de cilindros por campo. Para los estudios moleculares se extrajo RNA a partir de
uno de los rinones. Se realiz6 RT-PCR y PCR en tiempo real para determinar los niveles de

RNAm de Kim-1, de la cinasa Rho, de preproendotelina, del receptor de endotelina-1 ETA,



de angiotensinogeno y del receptor tipo I de angiotensina II AT;. Se llevd a cabo western
blot para evaluar la expresion proteica de la cinasa Rho, de los receptores de endotelina-1
ETA y ETB vy del receptor tipo I de angiotensina II AT; moléculas que pudieran estar

mnvolucradas en este tipo de dano.

Resultados: La administracion de Sp mmmediatamente después de haber producido el
dano y a las 3 h previene el daio renal agudo por I/R, a las 6 h la proteccion es menor y a las
9 h ya no hay proteccion. Esto se refleja en la preservacion de la TGF y del FSR en los
animales tratados con Sp oportunamente. Asimismo, los animales que recibieron Sp
mmediatamente después y a las 3 h de haberles inducido la isquemia presentaron niveles
significativamente bajos de marcadores de dano tubular (proteinuria, Kim-1 y Hsp72) con
respecto al grupo con I/R. La renoproteccion conferida por Sp se atribuyé a que ésta fue
capaz de disminuir los niveles de estrés oxidante de manera significativa en los animales que
fueron tratados mmediatamente después y a las 3 h del msulto. El dano por I/R ocasioné
también un aumento en la expresion de la cinasa Rho, de endotelina-1 y sus receptores, asi
como del receptor AT de angilotensina II. Dicho aumento se previno con la administracion

de Sp mmmediatamente después de haber producido la 1squemia, a las 3 h y de manera parcial

alas 6 h.

Conclusiones: Por lo tanto, la aldosterona pudiera estar ejerciendo sus acciones a través
de la regulacion de moléculas involucradas en la produccion de vasoconstriccion tales como
endotelina-1, la cinasa Rho vy el receptor AT; de angiotensina II. Lo anterior sugiere a la
aldosterona como parte clave en la regulacion del tono vascular. Nuestros resultados sugleren
que el bloqueo de los receptores a mineralocorticoides es una estrategia ttil para prevenir la
lesion renal aguda, no sélo cuando se administra antes de inducir el dano renal, sino también

después de que éste ha ocurrido.



1. Introduccion

1.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL RINON

Los rifiones son 6rganos pares localizados en la pared posterior del abdomen fuera de la
cavidad peritoneal, cada rinon pesa 150 g y cuentan con una longitud de 11 cm de largo y de

1
5 cm de ancho™.

Al realizar un corte longitudinal del rinén se observan dos regiones, una exterior
denominada corteza y una interior, conocida como médula; ésta ultma se encuentra
subdividida en regiones estriadas conicas que dan origen a las piramides renales. La base de
cada piramide se encuentra localizada en el extremo corticomedular extendiéndose en la
pelvis renal hacia la papila. El borde exterior de la pelvis se divide en los calices mayores que
se extienden y dividen en los cdlices menores, los cuales colectan la orina de los tibulos de
cada papila. Las paredes de los cdlices, pelvis y uréteres, se contraen para impulsar la orina

. . 2
hacia la vejiga”.

Los rinones reciben un fluyjo sanguineo de aproximadamente 22% del gasto cardiaco
(1100 mIL/min). La irrigaciéon de los rinones es a través de una compleja red de vasos
sanguineos, ésta empieza por la arteria renal que nace directamente de la aorta abdominal y
se extiende hacia el rinon, entra a través del hilio renal y se ramifica para formar las arterias
interlobares, las cuales a su vez se dividen en las arterias arcuatas, arteriolas interlobulares,
arteriolas aferentes y finalmente éstas se bifurcan en los capilares glomerulares. Los extremos
distales de los capilares de cada glomérulo convergen para formar la arteriola eferente, la cual
se ramifica en una segunda red capilar, los capilares peritubulares que rodean a los tubulos
renales. Los capilares peritubulares desembocan en los vasos sanguineos venosos, que corren
en paralelo con las arteriolas para formar las venas mterlobulares, venas arcuatas, venas
mterlobares y finalmente converger en la vena renal que se encuentra al lado de la arteria

renal (Figura 3.
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FIGURA 1. RED DE VASOS SANGUINEOS QUE IRRIGAN EL RINON Y PARTES QUE CONFORMAN A UNA NEFRONA™.

1.1.1 LA NEFRONA

La nefrona es la unmidad morfo-funcional del rinén, cada rinén esti formado por un
millon de nefronas. Cada nefrona se encuentra formada por: el glomérulo, el tubulo
proximal, el asa de Henle, el tubulo distal, el tabulo colector y un sistema colector. El
glomérulo estd constituido por los capilares glomerulares, por una region central de células
mesangiales que sirve de soporte a éstos, por células viscerales epitehales y por la capsula de
Bowman; y su conformacién lo hace responsable del ultrafiltrado sanguineo. El tdbulo
proximal comienza en el polo tubular del glomérulo, es el segmento mas largo de la nefrona
y en conjunto, ocupa la mayor parte de la corteza; se encuentra involucrado en la reabsorcion
de macromoléculas como glucosa, sodio, bicarbonato, cloruro, potasio, calcio, fosfato, agua,
asi como en el catabolismo de algunos aminoacidos. Aproximadamente el 65% del
ultrafiltrado es reabsorbido en el tibulo proximal. El segmento siguiente al tibulo proximal

es el asa de Henle, conformada por la porcion delgada y la porcion gruesa, cerca de la cual



se encuentra la macula densa. El asa de Henle es permeable a agua, urea y cloruro de sodio,
lo que permite que se mantenga la hipertonicidad del itersticio medular. El tabulo distal se
encuentra proximo a este segmento y se extiende hasta el punto de la corteza en donde dos o
mas nefronas se juntan para formar el conducto colector donde se lleva a cabo la secrecion

.. ., . 2,4
de potasio junto con la reabsorcion de sodio, proceso regulado por la aldosterona™”.

Una de las funciones mas mmportantes de los rinones es la excrecion de productos
metabolicos y sustancias extranas, que se lleva a cabo por medio de la filtracion del flujo
sanguineo. El glomérulo es el responsable de la filtracion, proceso que realiza a través de la
barrera de filtracion glomerular, la cual se encuentra conformada por el endotelio fenestrado,
la membrana basal glomerular y los podocitos. La filtracion glomerular depende de la
mteraccion de diversos factores, los cuales incluyen las presiones hidrostitica y oncotica, los
mecanismos de retroalimentacion del sistema renina-angiotensina y por supuesto la
estructura de las paredes capilares y de la capsula de Bowman. El control de la filtracion se
lleva a cabo por medio de cambios en la resistencia de la arteriola aferente y eferente, que
son reguladas por la secrecion de compuestos provenientes de diferentes estimulos, entre los
que se encuentran estimulos nerviosos y estimulos provenientes de células epitehales y de
células endoteliales. Otro de los factores mvolucrados en la regulacion de la filtracion
glomerular es la secrecion de renina en la macula densa, la cual se lleva a cabo en presencia
de hipoperfusion, hipovolemia o bajas concentraciones de sodio. La secrecion de renina
induce la produccion de aldosterona y angiotensina II, ésta dltima es un potente
vasoconstrictor™®. Asimismo, el o6xido nitrico, parece estar Involucrado en la
retroalimentacion tabuloglomerular y por lo tanto, en el mantenimiento del tono vascular y

. - . 7
como consecuencia en la regulacion de la filtracion glomerular’.

Los riiiones también se encargan de la regulaciéon de la osmolalidad y volumen de los
fluwidos corporales mediante la reabsorcion y excrecion de sodio y agua en los tubulos
renales. Los tabulos controlan el volumen, la osmolalidad, la composicion y el pH de los
fluidos extra e mntracelulares. Para llevar a cabo esta funcion, el elemento clave es la bomba
Na"-K*-ATPasa, por lo que la absorcion de cada sustancia esta ligada al funcionamiento de

dicha bomba®.



La regulacion del equilibrio acido-base también es realizada por los rinones
contrarrestando el efecto de dlcalis y dcidos producidos por el metabolismo de ciertos
alimentos en el cuerpo, a través del sistema CO,/HCO?, el cual también es regulado por los

2
pulmones”.

1.2 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA (SRAA)

Los rinones cuentan con un sistema complejo conocido como el Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona (SRAA) que les permite regular la presion arterial, el volumen
extracelular y el equilibrio hidroelectrolitico (Figura 2). E1 SRAA lleva a cabo estas funciones
a través de la regulacion del tono vascular, de la transmision simpatica y de la respuesta a

~ . ., 3
dano e mflamaciéon’.
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FIGURA 2. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA CLASICO

Los principales estimulos fisiologicos que activan al SRAA son la reduccion de la presion
arterial, la hipovolemia y/o un aumento en los niveles de potasio sérico. La renina, enzima
limitante para la activacion del SRAA, es una aspartil proteasa que se sintetiza y almacena en
las células yuxtaglomerulares del rinén (células de muasculo liso que se encuentran en las

. . . . . 8 .
arteriolas aferentes) y tiene funciones tanto de hormona como de proteasa”. La renina es



sintetizada 1micialmente como pre-prorrenina, ésta ultima es transportada al reticulo
endoplasmico, durante el transporte el péptido seiial de la pre-prorrenina es escindido,
quedando como producto la prorrenina, la cual es dirigida hacia el Aparato de Golgi. En este
organelo, la prorrenina es glicosilada y liberada en vesiculas que contienen ademas de la
prorrenina, catepsinas y convertasas. Finalmente, la prorrenina se convierte en renina por la
accion de la catepsina B principalmente y es liberada a la circulacién a través de un proceso
de exocitosis’. En diversos estudios se ha demostrado que la prorrenina también es una
molécula activa, v que ésta podria ejercer las mismas acciones que la renina’®*?. De esta
manera, la renina y la prorrenina son liberadas a la circulacién sistémica en respuesta a
cuatro estimulos principalmente: 1) a una disminucién en el flujo sanguineo renal
(hipoperfusion), ocasionado por ejemplo por hemorragias o diuréticos; 2) estimulaciéon de
los receptores adrenérgicos Pi; 8) disminucion del Na® plasmatico sensado por la mécula

densa (parte del aparato yuxtaglomerular); y 4) factores humorales como dopamina, 6xido
nitrico, angiotensina II, prostaciclina, endotelina 1 y Vasopresinals. La renma tiene un
periodo de vida media en la circulacion de 30 min a 1 h, periodo de ttempo en el que
escinde al anglotensinogeno, glicoproteina B2 plasmatica sintetizada en el higado, para
producir angiotensina I, péptido de 10 aminodcidos. El angiotensindgeno producido en el
higado es la mayor fuente para la produccion de los péptidos de angiotensina, sin embargo
también puede ser producido por otros tejidos como el corazén, la vasculatura, el rinon vy el
tejido adip()S()14. Por su parte, el decapéptido angiotensina 1 tiene propiedades
vasoconstrictoras moderadas, aunque no suficientes como para modificar la presion arterial
en forma significativa. La angiotensina I llega a los pulmones a través de la circulacion, en
donde la Enzima Convertidora de Anglotensina (ECA), una glicoproteina de 180 KDa,
hidroliza a la angiotensina I mactiva, dando como resultado un octapéptido, la angiotensina
1. La ECA existe en dos formas, una forma soluble y una forma ligada a la membrana. La
mayor parte de la ECA se encuentra ligada a la membrana y estd localizada en la membrana
plasmatica de las células endoteliales vasculares, las células epitehiales de borde en cepillo
(células de tabulo proximal) y las células neuroepiteliales. La ECA no sélo es capaz de
escindir a la angiotensina I en angiotensina II, sino también a la bradicinina, un vasodilatador
activo. Por lo tanto, la ECA produce angiotensina II, potente vasoconstrictor y también es

16,
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capaz de degradar a un vasodilatador importante, la bradicinina™"". La anglotensina II tiene

5



una vida media de uno a dos minutos, debido a la presencia de peptidasas denominadas
angiotensinasas en la circulacién que la degradan riapidamente a: des-aspartil anglotensina
(Ang III), angiotensina (1-7), angiotensina (3-8) y/o angiotensina IV, sin embargo este lapso es
suficiente para que la anglotensina II ejerza sus acciones. En condiciones normales la
concentracion de angiotensina II en plasma es de 10-60 pM, y estos niveles pueden elevarse
hasta varios cientos de picomoles después de una hemorragia™®. La angiotensina II tiene la
propiedad de inducir vasoconstriccion que le da la capacidad de regular la presion arterial,
efecto que realiza a través de dos mecanismos, el primero consiste en la produccion de
vasoconstriccion en la arteriola eferente y el segundo, es indirecto y lo logra mediante la
disminucién de la excrecion de agua y de sal, al estimular la secrecion de aldosterona, la cual
se encarga de la reabsorcion de sodio en el tubulo distal y colector como se explicard mas

adelante.

La angiotensina II ejerce sus efectos a través de sus receptores ATy y AT,. Ambos, son

receptores transmembranales acoplados a proteinas G. Los receptores AT; se encuentran en
tejido cardiovascular, neuronal, hepatico, renal y adrenal y median todas las acciones
fisiologicas de la anglotensina II. La union de angiotensina II a los receptores ATy produce
un cambio conformacional en el receptor, lo cual induce su unién a las proteinas G, lo que a
su vez activa vias de senalizacion a través de sistemas efectores en la membrana plasmatica
como enzimas (fosfolipasa C, fosfolipasa D, fosfolipasa Az, adenilato ciclasa) y canales 16nicos
(canales de calcio tipo Ly tipo 7). Las respuestas celulares desencadenadas a través de la
activacion de los receptores AT involucran contracciéon muscular, esteroidogénesis adrenal,
activacion neuronal, neurosecrecion, transporte 16nico, proliferacion y crecimiento celular.
Fn el rnoéon particularmente, los receptores AT, estin mmplicados en producir
vasoconstriccion de la arteriola aferente, mcrementar la reabsorcion de sodio tubular e

20,21

mhibir la lhiberaciéon de renina La activacion de los receptores AT; en la zona

glomerulosa de la corteza suprarrenal estimula la biosintesis y secrecion de aldosterona,
como se explicard mas adelante con detalle. La estimulacion de los receptores ATy en
condiciones fisiopatologicas promueve hipertrofia vascular y cardiaca, vasoconstriccion,

aumento de la presion sanguinea y aumento de la contractidad cardiaca; también se les ha



asociado con enfermedad cronica renal. Ademas, los receptores AT; median proliferacion

: s de infl: - e ot i 22-24
celular, procesos de imflamacion y estrés oxidativo™ .

Los receptores AT, se encuentran en pancreas, tejido cardiovascular, renal, adrenales,
miometrio, ovarios, cerebro y vasculatura; su expresion es alta en tejidos fetales y disminuye
de manera drastica después del nacimiento, sin embargo en el caso de que ocurra dano
cardiaco, vascular u obstruccion renal la expresion de los receptores AT, aumenta®. Las
funciones de estos receptores no se conocen muy bien, pero se ha sugerido que podrian
antagonizar las acciones de los receptores ATj, inhibiendo el crecimiento celular e

26,27 . . A .,
. Otros estudios sugieren su participacion en

induciendo apoptosis y vasodilatacion
mflamaciéon e hipertrofia cardiaca, a través de la activacion de proteinas fosfatasas y
defosforilacion de proteinas, regulacion del sistema 6xido nitrico-GMPc, estimulacion de

. . . L. 282
fosfolipasa A, v ceramidas derivadas de esfingolipidos®?.

1.2.1 SISTEMA LOCAL RENINA-ANGIOTENSINA

Recientemente se ha demostrado la presencia de los componentes del SRAA en otros
tejidos, por lo que se ha sugerido que el SRAA pudiera ejercer acciones locales y
. 30-32 .. . : . )
paracrinas” . Para poder afirmar que un tejido cuenta con un sistema renina anglotensina
local, es necesario que en el tejido se encuentren todos los componentes necesarios para la
biosintesis de anglotensina, ademas de que la sintesis de ésta se lleve a cabo de manera local

., 33
también’.

Los primeros experimentos que demostraron la presencia de sistemas locales de renina
angiotensina, fueron realizados en rinon, en estos estudios se demostré que el RNAm de la
renina, el anglotensinogeno, la ECA, asi como de los receptores de anglotensina se
encontraban en sitios especificos en el rmon. De esta manera, se demostré que los
receptores de angiotensina se encuentran en arteriolas renales, células mesangiales
glomerulares y en las membranas apicales y basolaterales de las células tubulares proximales.
El RNAm vy la proteina de angiotensindgeno se han localizado en los tubulos proximales,
sugiriendo que el anglotensindgeno es sustrato para la formacion de la angiotensina 1y 11

34-36

mtersticial e tratubular™ ", De hecho existen estudios en donde se demuestra que el

anglotensindgeno es secretado al lumen donde es escindido por la renina producida en los



tibulos proximales®’. Una vez que se produjo la angiotensina I, ésta es convertida a
angiotensina II por la ECA localizada en el borde en cepillo de los tibulos proximales®.
Dado que los niveles de angiotensina II intrarenal son del orden de nanomoles, y debido a
que los niveles de angiotensina II en el intersticio son 1,000 veces mas altos que los presentes

) . : L .39
en plasma, se cree que la mayoria de la angiotensina II es formada en el rinén™.

Inicialmente se pensaba que la renma soélo era producida por las células
yuxtaglomerulares en el rinon, sin embargo ahora se sabe que la prorrenina también es
producida en glindulas adrenales, ovarios, testiculos y en la retina de los ojos*®*'. El
descubrimiento de un receptor para prorrenina, hizo pensar que ésta pudiera tener un papel
biologico, por lo que diversos grupos se dieron a la tarea de dilucidar las acciones de
prorrenina. Se demostré que prorrenina y renina activan a las MAPK cinasas, a la cinasa p38

MAP, a TGF-B1, PAI-1, COX-2, a la cinasa IP3 y a fibronectina*™*,

Otro componente descubierto es la enzima ECAZ2, la cual es una de las responsables de la
generacion de angiotensina (1-7), ademas de la neprilisina y de la prolil-endopeptidasa. La
ECA2 es una monocarboxipeptidasa que escinde un residuo o aminoacido del carboxi
terminal de la angiotensina I para formar angiotensina (1-9), asimismo degrada a anglotensina
II en angiotensina (1-7)*™. De manera interesante, la angiotensina (1-9) es degradada por
otras peptidasas incluyendo a la ECA para formar angiotensina (1-7) (Figura 3). Por lo tanto,
la angiotensina (1-7) es producida por dos vias, y los niveles de ésta en plasma pueden ser tan
altos y comparables con los niveles de angiotensina II. En la vasculatura no renal la
angiotensina (1-7) ejerce efectos vasodilatadores a través del aumento en la produccion de
oxido nitrico, prostaglandinas o del factor hiperpolarizante endotelio-dependiente®” *8. La
expresion del péptido en miocardio estd asociada con remodelacion cardiaca, y se ha
observado que en falla cardiaca los niveles de la angiotensina (1-7) estan elevados al igual que
los de la ECA2®. El receptor principal a través del cual la anglotensina (1-7) ejerce sus
acciones es el receptor conocido como Mas, un receptor transmembranal acoplado a
proteinas G, aunque también es capaz de unirse a los receptores de la angiotensina II, AT, y
A'T,. El receptor Mas se ha encontrado en células mesangiales y en células de tubulo

i 150,51
proximal®>".



En rinon el sistema ECA2/angiotensina (1-7)/Mas se ha asociado con la disminucion en la
presion arterial, dilatacion de los vasos sanguineos mtrarrenales, aumento del fluyjo sanguineo
renal y de la filtracion glomerular, inhibicion del transporte tubular proximal e induccion de

. . 47,51
diuresis .

Todo esto sugiere que las acciones de ECA2/angiotensina (1-7)/Mas se
contraponen a las acciones de ECA/angiotensina II/AT;. En apoyo a esto, estudios recientes
han demostrado que la inhibicion de la via ECA2/angiotensina (1-7)/Mas produce un

. . - 52,53
aumento en la presion arterial y daiio renal agudo™.

No cabe duda que muchos de estos hallazgos nos han esclarecido que la angiotensina II
es capaz de ejercer tantos acciones vasoconstrictoras como vasodilatadoras, asi como también
es capaz de participar en la activacion de proliferacion celular e incluso regular la funcion del
tubulo proximal cuando la angiotensina II es internalizada. Pero sobre todo, estos estudios
nos revelan la mmportancia del SRAA tanto en las funciones fisioldgicas como en las

fisiopatologicas.
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FIGURA 3. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA ACTUAL. ABREVIACIONES: ECA, ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA; ANG,
ANGIOTENSINA; NEP, NEPRISILINA; AMP, AMINOPEPTIDASA; PEP, PROLIL-ENDOPEPTIDASA; PCP, PROLIL-CARBOXIPEPTIDASA.
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1.3 ALDOSTERONA

La aldosterona es una hormona esteroidea secretada en la corteza de la glandula adrenal.
Su accion clasica es la regulacion de electrolitos y el control de la presién sanguinea,
mediante la absorcion de sodio y la excrecion de potasio en el rinon, accion que lleva a cabo
a través de su union a los receptores a mineralocorticoides (RM) que se encuentran en el
tubulo distal y colector de la nefrona. Los RM son de tipo mtracelular, y normalmente se
encuentran en el citoplasma unidos a proteinas chaperonas entre las que se encuentran: la
proteina de choque término 90 (hsp90) e indirectamente hsp70, asi como las proteinas p23,
p48, las inmunofilinas FKBP-51 v las ciclofilinas CYP40>>’. La naturaleza liposoluble de la
aldosterona permite que ésta difunda libremente a través de la membrana celular, una vez en
el citoplasma, la aldosterona produce la disociacion del complejo formado por los RM y las
proteinas de choque térmico, lo que produce la liberacion del complejo RM-Hsp90. Una vez
libre el complejo RM-Hsp90), la aldosterona se une a éste y el nuevo complejo (Aldosterona-
RM-Hsp90) se transloca al nicleo para activar la transcripcion de sus genes blanco (Figura 4).
La especificidad de la aldosterona por su receptor es tejido-especifica, y depende de la
presencia de la enzima 11B-HSDZ2, ya que dicha enzima es la responsable de la conversion
de glucocorticoides a productos con menor afinidad por los RM, lo que evita que los
glucocorticoides se unan a los RM. Los efectores finales de la accion de la aldosterona son el
canal epitelial de sodio (ENaC), el cotransportador de Na*-Cl- (NCC), la bomba Na*™-K*
ATPasa v el canal de K¥ (ROMK). Recientemente se ha demostrado que la aldosterona
también actia regulando la actividad del mtercambiador Na™-H" (NHS), asi como a la cinasa
inducible por glucocorticoides (Sgk-1) v al gen que codifica para endotelina-1 (end1)**°%. La
respuesta fisiologica que desencadena la aldosterona es efectiva varias horas después, sin
embargo existen mecanismos celulares en la nefrona distal mas inmediatos como se vera mas

adelante con detalle.
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FIGURA 4. MECANISMO DE ACCION DE LA ALDOSTERONA.HRE, ELEMENTOS DE RESPUESTA A HORMONAS .
1.3.1 REGULACION DE LA SECRECION DE ALDOSTERONA

La secrecion de aldosterona aumenta durante un fenémeno de deplecion créonico o agudo
de sodio o pérdida de fluidos, postura y niveles de potasio en la dieta. Se han reportado una
gran variedad de factores que estimulan la produccion de aldosterona, sin embargo bajo
condiciones fisioldgicas la secrecion de aldosterona se encuentra regulada principalmente por
la angiotensina II, la hormona corticotropa (ACTH), la concentracion plasmatica de K* y el
péptido natriurético auricular (ANP). Dentro de los estimulos reconocidos para la secrecion
de aldosterona se encuentran: la disminucién de la presion de perfusion renal, el aumento en
la concentracion plasmdtica de K* y la disminuciéon del volumen circulante efectivo

. . 162,63
(hipovolemia)”>~.

La aldosterona es producida en la zona glomerulosa de la cipsula suprarrenal. La
producciéon de esta hormona implica dos procesos: sintesis y secrecion. La sintesis involucra
a hidroxilasas y oxidasas que se encuentran distribuidas en el citoplasma, reticulo
endopliasmico y mitocondrias de la célula; es dependiente de Ca”, de cationes INorganicos
asi como de Ca** organico. La secrecion por su parte es dependiente de la sintesis de la

: . 2+ 64,65
hormona a partir de su molécula precursora el colesterol y de Ca .
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Las acciones de Ca™ en la esteroidogénesis son muchas, entre las principales se

encuentran:

a) produce un aumento en la actividad de la hidrolasa de éster de colesterol (enzima

que desesterifica al colesterol para que éste sea liberado),

b) estimula la liberacion de colesterol del citoesqueleto a la membrana externa

mitocondrial,
¢) 1ncrementa la transferencia intramitocondrial de colesterol a la membrana interna,

d) produce un aumento en el metabolismo oxidativo mitocondrial y en la formacion

de NADPH dependiente de Ca** vy,

e) estimula la transcripcion de CYP11B2, gen que codifica para la sintasa de

aldosterona.

. . 2+ . , . ;. .,
Dada la importancia de Ca”™ en la esteroidegénesis es logico que la entrada de este 16n a
las células de la zona glomerulosa sea ideal para el control en la produccion de aldosterona

. ., ,66-68
como a continuacion se detallara .

La angiotensina II estimula el aumento de la concentracién de Ca®" a través de su union a
los receptores AT; que se encuentran en células de la zona glomerulosa, produciendo un
aumento en la frecuencia de oscilaciones del potencial de membrana que da como resultado
un aumento en la internalizacion de Ca*. La respuesta eléctrica de las células de la zona
glomerulosa al estimulo de angiotensina II esti mediada por una serie de actividades
coordinadas de conductancias de multiples canales. Entre las principales actividades de las
conductancias estan la inhibicion transitoria del canal de K via la activacion de los receptores
ATy, que produce una despolarizacion de la membrana y como consecuencia la apertura de
los canales de Ca®' dependientes de voltaje. Las siguientes actividades involucran la
restauracion del potencial de membrana y el cierre de los canales de Ca® . Owo
mecanismo por el cual la angiotensina II produce un aumento en la concentracion de Ca™,

, . . ., 2+ . .
es a través de estimular la liberacion de Ca”™ de los almacenes intracelulares sensibles a 1P3,

~ L% 2+ . -
lo cual es acompanado también por la entrada de Ca® del espacio extracelular. Estas
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acciones son ejercidas por la anglotensina II y estin implicados en la formacion de IP3, en la

inhibicion de la adenilato ciclasa y por lo tanto, estimulan la produccion de aldosterona’

+ . ., , . .

Kl K" estimula la secrecion de aldosterona a través de canales sensibles a potasio y de
. - 2+ 69,71 . . +

canales de voltaje dependiente de Ca . Aunque la angiotensina II y el K" regulan la

secrecion de aldosterona de manera independiente, se conoce que actian de manera

-, . . + . . . .

sinérgica y las acciones de K no se ejercen si la angiotensina II no se encuentra presente.

Una concentracion reducida de angiotensina II evita una respuesta exagerada de la

+ , . -, + .
aldosterona por K”, asi como una baja concentracion de K* evita una respuesta exagerada de

la aldosterona por la angiotensina I1%.
1.3.2 RECEPTORES A MINERALOCORTICOIDES

Los RM son miembros de los receptores de hormonas esteroideas, subgrupo de la stuper
familia de receptores nucleares, que incluye a los receptores de glucocorticoides, de
estrogenos, de progesterona y de andr(')gen()sn. Los RM son los tunicos receptores de
hormonas esteroideas que pueden unirse a diferentes esteroides como los
mineralocorticoides, los glucocorticoides y a progesterona’>. Aunque la aldosterona es el
principal ligando de los RM, éstos también tienen gran afinidad por el cortisol, sin embargo
la presencia de la enzima 11-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que convierte el cortisol a

. ) S 74
cortisona, evita una sobre activacion de los RM™.

Los RM estan conformados por una estructura que posee tres dominios, un dominio
amino terminal que es importante para la transactivaciéon a través del reclutamiento de
coactivadores; un dominio central de unién al DNA, con capacidad de reclutar co-
represores; y un dominio carboxilo terminal que determina la union al ligando, el cual
Interactiia con proteinas chaperonas en ausencia de ligando y contiene residuos importantes
para el reconocimiento y union al DNA, asi como para la homo y hetero-dimerizacion del

. 75-77
receptor .

La union de los RM a proteinas chaperonas, los mantiene en una conformacion de alta
. . . . ., , 78
afimdad por su ligando y ewvita la activacibn no especifica de estos receptores’.

Recientemente se demostro que se requiere la presencia de la proteina chaperona Hsp90
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para la translocacion del complejo aldosterona-RM, ya que en ausencia de Hsp90, el

: . C 179
complejo es incapaz de translocarse al nucleo”.

Una vez en el nucleo, los RM e¢jercen funciones de factores de transcripcion, pues
mediante sus dominios de unién al DNA se unen a los elementos de respuesta a hormonas
(ERH) y es a través de este proceso que son capaces de regular genes como el factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), al gen de endotelina-1, ademas de los extensamente
estudiados v mencionados anteriormente, como la sgk-1, ENaC, NCC y ROMK®. Los RM
se unen a los ERH en forma de homodimeros, sin embargo también pueden formar
heterodimeros con los receptores a glucocorticoides, aunque no se sabe con exactitud el
papel de dichos heterodimeros y los estudios realizados no han sido concluyentes debido a

las discrepancias halladas.

La respuesta transcripcional de los RM es mediada por co-reguladores que implican tanto
a co-represores como a co-activadores. Se han descrito 16 co-reguladores que interacttian
con los RM, entre estos co-reguladores se encuentran: reguladores de la apoptosis, factores
de elongacion de la RNA polimerasa 11, estimuladores de transactivaciéon, por mencionar
algunos. Asimismo, se ha demostrado en diversos estudios que las modificaciones post-
transcripcionales pueden regular la senalizacion de los RM, mediante la alteracion de las

. . . ;74
mteracclones proteina-proteina’ .

Muchos grupos se han dado a la tarea de explorar los mecanismos y factores mvolucrados
en las acciones de los RM cuando son activados por la aldosterona, pero a pesar de estos
avances faltan muchas preguntas por esclarecer y esto puede ser debido a que la regulacion

de los RM es muy compleja.

1.3.2.1 ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES A MINERALOCORTICOIDES

Los antagonistas de los RM se dividen en: los compuestos esteroideos y los compuestos
no esteroideos. kn la practica clinica sélo se utilizan los compuestos esteroideos, ya que, los
no esteroideos se encuentran en la fase preclinica o en desarrollo. Entre los compuestos
esteroideos mas estudiados se encuentran: la espironolactona, la eplerenona y la canrenona;
mientras que entre los compuestos no esteroideos se encuentran: el BR-4628, PF-3882845 y
el BAY 94-8862%. Este ultimo compuesto ha pasado a la fase clinica I en pacientes con falla

cardiaca y con enfermedad cronica renal, en un estudio denominado ARTS (Estudio de
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tolerabilidad a un antagonista de los receptores a mineralocorticoides) y del cual se tienen

.82
grandes expectativas

Respecto a la espironolactona, éste es un antagonista de los RM conocido desde 1960,
utiizado hoy en dia principalmente como diurético en el manejo de edemas, en el
tratamiento de aldosteronismo primario e hipertension esencial. La espironolactona es un
compuesto con mucha potencia para bloquear a los RM, sin embargo su selectividad no es
exclusiva, pues posee también afinidad por los receptores de progesterona y de androgenos,
lo que ocasiona que tenga efectos adversos importantes como ginecomastia e hipercalemia,
entre los mas import;mtesS3. La espironolactona tiene una vida media muy corta (1.3 a 1.4 h),
no obstante es metabolizada en tres metabolitos activos, lo cuales poseen la actividad
antagonista de los RM y que poseen una vida media mayor (entre 13 y 22 h). Entre estos
metabolitos se encuentra la canrenona, que es el metabolito con mayor potencia. Los
metabolitos activos son excretados por el rinon, aunque un porcentaje considerable también

es excretado en las heces (35-419%)%.

La eplerenona es un compuesto esteroideo, cuya estructura es muy similar al de
espironolactona, la tnica diferencia es la sustitucion del grupo o-tioacetilo por un grupo
metoxi en el carbono 17. Ha sido clasificada como antagonista de los RM de segunda
generacion. Su selectividad por los RM es alta comparada con la de la espironolactona, ya
que la modificacion en su estructura evita que la eplerenona se una a receptores de
progesterona o andrégenos, por lo cual no produce los efectos adversos observados en el
tratamiento con espironolactonags. La mconveniencia con eplerenona es que su potencia es
baja, aunado a esto la vida media de los metabolitos activos es de 4 a 6 h. La eplerenona se
metaboliza en el higado v es eliminada a través del riién (67%) y de las heces en menor

proporcion (329%)%.

Ambos compuestos han sido extensamente estudiados y utilizados en diversas
fisiopatologias, sin embargo, la espironolactona ha resultado tener mayores efectos benéficos
comparados con eplerenona, ademas su bajo costo y su disponibilidad, la mantienen como el

antagonista de RM mas eficaz y costo/efectivo.
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Excrecion Bilis, rifion Rifidn, tracto gastrointestinal

Espironolactona: 1.4 h
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mg/d
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FIGURA 5. ESTRUCTURA DE ESPIRONOLACTONA Y EPLERENONA, CARACTERISTICAS FARMACOLOGICA587.

1.3.3 ACCIONES NO GENOMICAS DE LA ALDOSTERONA

En la uluma década se ha demostrado que la aldosterona es capaz de ejercer acciones
rapidas, denominadas acciones no genémicas ya que son independientes de la transcripcion
y de la traduccion® . Estas acciones no genémicas de la aldosterona se producen en un
lapso de segundos a minutos y se manifiestan por el aumento inmediato de los niveles de
trifosfato mositol (IP3) y del calcio intracelular. Estos efectos no son revertidos por los
antagonistas de los RM®*®*, En este contexto, se ha observado que la adici6n de aldosterona
a arterias mesentéricas y cerebrales induce una respuesta vasodilatadora rapida®®, mientras
que, una respuesta opuesta se produce (vasoconstriccion) cuando el endotelio es removido.
Dentro de estas acciones rapidas mediadas por la aldosterona, se ha observado la activacion
de la via de senalizacion de las cinasas reguladas por estimulos extracelulares (ERK1/2) en
células de embrion humano y en células de musculo liso vascular®®®’. Sin embargo, ain no
se conocen con exactitud los mecanismos por los cuales la aldosterona ejerce estas acciones,
algunos autores han sugerido que se encuentran involucrados receptores de membrana como
el receptor GPR30 (receptor acoplado a proteinas G de 7 dominios transmembrana)®’,

. . : . 91,98
mientras que otros sugieren que estas acciones también dependen de los RM™77. A este
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respecto, Grossman ef al°® mostraron que las acciones no genémicas son en parte mediadas
por la unién de la aldosterona al dominio carboxilo del RM (dominio EF). Esta interacciéon
produce una transactivacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en la
membrana celular lo que a su vez induce la fosforilacion y activacion de ERK1/2. De
acuerdo con esta observacion, Min er al®’, mostraron que la adicién de la aldosterona a
células de musculo liso vascular aumenta la proliferacion celular y la actividad del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

Los efectos no genémicos de la aldosterona también se han documentado en humanos.

Schmidt et al**®

reportaron que la infusion de aldosterona a 48 individuos sanos produjo un
aumento significativo del fluyjo sanguineo del antebrazo antes de que hubieran pasado 10
minutos del inicio de la infusion. Estos resultados no fueron reproducidos por Niethispach et
al™*, va que la infusion de aldosterona no modifico el flujo sanguineo del antebrazo en los
ocho sujetos sanos que incluyeron, aunque si observaron que la aldosterona aumento la
respuesta vasodilatadora a acetilcolina, la cual es dependiente de una mayor generacion de
oxido nitrico. En forma similar, se ha documentado que la mfusion de aldosterona a 13
hombres sanos produjo un aumento del flujo sanguineo renal y redujo la resistencia vascular
renal, pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas'®%. En estos estudios se
demuestra que en condiciones normales, la aldosterona puede ejercer acciones rapidas que
dependen de la integridad del endotelio y sugieren que en condiciones fisiopatologicas en
donde exista dano endotelial, la aldosterona pueda ejercer efectos deletéreos a través de su

acclones tanto genémicas como, no genomicas.

1.3.4 ALDOSTERONA EN LA REGULACION DE FACTORES VASOACTIVOS

1.3.4.1 OXIDO NITRICO

El oxido nitrico (NO) es un potente vasodilatador, sin embargo, no es el tdnico
responsable de la vasodilatacion del musculo liso vascular, ya que existen otros factores
vasodilatadores como la prostacichna y la bradicinina. EI NO es producido cuando L-
arginina es transformada a L-citrulina por medio de la catilisis de la sintasa de NO
(NOS)I%% Existen tres isoformas de la N 0OS, la NOS endotelial (eNOS), de expresion
constitutiva principalmente en células endoteliales; la segunda 1soforma es la NOS de tipo
neuronal (NNOS), la cual es una enzima que se expresa en cerebro nervios periféricos y
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rinones; la tercera se refiere a la isoforma inducible (INOS), cuya expresion es inducida

. s . . , . . . . 105
principalmente en macrofagos en respuesta a lipopolisacaridos bacterianos y citocinas

Existen varios mecanismos a través de los cuales se regula la produccion de NO, el primer
mecanismo descrito tiene que ver con la biodisponibilidad de L-arginina, el precursor de
NO. En varios estudios se ha demostrado que la suplementacion con L-arginina mejora la

disfuncion  endotelial en pacientes con hipercolesterolemia y en varios modelos

J

. 106,107
animales

. La biodisponibilidad de tetrahidrobiopterina (BH4), un cofactor en la sintesis
de NO, también influye en la produccién de NO, de tal manera que, cuando los niveles de
éste cofactor son bajos, no se lleva a cabo el acoplamiento adecuado entre eNOS vy L-
arginina, produciéndose el aniéon superoxido (0. Otro mecanismo importante es la
mteraccién que ejerce con la proteina de choque térmico de 90 kDa (Hsp90) y con la
caveolina, la primera ayuda a la activacion de eNOS, mientras que la segunda propicia su
inactivacion’®. La actividad de eNOS es también regulada por su estado de fosforilacion. A
este respecto, se ha reportado que eNOS tiene al menos cinco sitios potenciales de
fosforilacion. La fosforilacion en la serina 1177 y la serina 633 inducen la activacién de la
enzima, mientras que, la fosforilacion de la treonina 495 disminuye la actividad de eNOS y

o o 110-112
disminuye por lo tanto la sintesis de NO .

Al respecto se han realizado estudios con células endoteliales aisladas de cordon umbilical
humano, en los que se demuestra que la exposicion a aldosterona no solo disminuye de
manera significativa la fosforilacion de la serina 1177, sino que también produce un aumento
en la produccién de radicales hibres, lo que trae como consecuencia una reduccion en la
biodisponibilidad de NO™3, Asimismo, en otro estudio realizado en ratones transgénicos
que expresan una forma fosfomimética de eNOS (S1179D) se observo que al producirles
oclusion cerebral, estos ratones presentaban un mayor flujo sanguineo cerebral comparado
con los ratones silvestres, por lo que la modulacion de la fosforilacion de eNOS es un factor
crucial en la funcion vascular y en el flujo sanguineo en animales con isquemia cerebral™*.
En ratones knockout para eNOS a los que se les mdujo diabetes por medio de la
administracion de estreptozotocina se observo un aumento en la presion sanguinea que se
mejord en forma transitoria con la administracion de telmisartin (inhibidor del receptor AT,

de angiotensina II) y enalapril (inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina). De
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forma muy interesante también se encontré que el tratamiento con espironolactona,
restablecio la presion sanguinea y previno el dafio renal*”®. En un estudio reciente en células
del musculo liso de aorta, se demostré que la infusion de aldosterona inhibe a INOS, lo que
sugiere una accion directa de aldosterona en la sintesis de NOM. Todo esto apoya, a la
participacion de la aldosterona en el control del tono vascular a través de la regulacion de la
actividad de eNOS, sin embargo ahora también se conocen otros mecanismos involucrados,

como lo son el incremento en endotelina-1, el estrés oxidante y la cinasa Rho.
1.3.4.2 ENDOTELINA-1

La endotelina-1 (E'T-1) es un péptido vasoconstrictor de 21 aminoacidos que se encuentra
en la circulacion. Sus acciones son ejercidas practicamente en toda la vasculatura y también
en el rinén donde se encuentran los receptores para este péptido. Existen dos formas
adicionales de endotelina, E'T-2 y ET-3, no obstante, la 1soforma sintetizada de manera

. 107, 117
predominante por la vasculatura es la ET-1 .

La ET-1 es liberada constitutivamente por las células endoteliales y ejerce su accioén a

) . . . . 118-120 ]
través de la union a sus receptores presentes en el musculo liso vascular . Ademas, la
sintesis de ET-1 es regulada a nivel génico por factores pro-inflamatorios como el factor
transformante de crecimiento beta (I'GF-), el factor de necrosis tumoral alfa (I'NF-a), las
. . T : : L " 118,121,122
mterleucinas, la msulina y la angiotensina II, el NO, la hipoxia y el "shear stress .La
ET-1 es sintetizada en su forma mactiva pre-pro ET-1, que es escindida a pro ET-1 vy
posteriormente a ET-1 por las enzimas convertidoras de endotelina (ECE-1 v ECE-2,
respectivamente). Las acciones de ET-1 son ejercidas a través de sus receptores acoplados a
proteinas G: el receptor ETA, que se encuentra en células del masculo liso, la vasculatura
glomerular y la médula renal; y el receptor ETB presente en endotelio vascular y tejidos

- i 123
epitehales como, los tibulos renales y colectores™ .

La funcion principal de la ET-1 a través de su receptor ETA, es el control del tono
vascular por medio de la generacion de vasoconstriccion y la retencion de sodio. También se
conoce que la activacion del receptor EXT'A produce una elevacion de la presion sanguinea.
La funciéon del receptor ETB es mas compleja, ya que puede tener papeles duales en el
control del tono vascular dependiendo de su localizacion, de tal manera que si su activacion

se lleva a cabo en las células del musculo liso, producird vasoconstriccion, mientras que si se
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activa el receptor E'TB localizado en endotelio se produce vasodilatacion que es mediada por

la liberacion de NO?41%6,

Como se menciono anteriormente, el efecto vasoconstrictor de la ET-1 también lo ejerce
regulando la sintesis de NO, ya que se ha observado que la ET-1 inhibe la produccion de

127,128 . . . .
. La infusion de ET-1 de manera intravenosa produce al inicio

NO y viceversa
hipotension, como resultado de una disminucion de la resistencia vascular, seguida de una
fase de elevacion prolongada de la presion sanguinea, acompainada de un aumento en la
resistencia vascular y de una disminucion en la produccion de NO™. Asimismo, la ET-1 es
capaz de inhibir el efecto vasodilatador inducido por los receptores B-adrenérgicos y por la
activacion de la proteina cinasa C"™° La ET-1 también es capaz de estimular a otros
vasoconstrictores como, la norepinefrina o la serotonina, contribuyendo asi a una mayor

- +..120,131
vasoconstriccion .

Es interesante mencionar que atn falta por dilucidar el papel
especifico de cada uno de los receptores de la E'T-1, tarea que no ha sido ficil, debido a que
diversos estudios han sugerido que ciertas patologias, como hipertension pulmonar y
enfermedad renal se asocian con cambios en la expresion de los receptores de endotelina®®2.
No obstante, es a través de sus receptores que la ET-1 participa en el control y
mantenimiento del tono vascular y que la regulacion de los efectos de E'T-1 puede ser tejido

especifica y dependiente de la integridad del endotelio.

Debido a que la ET-1 es capaz de inhibir el transporte de sodio en el epitelio de tabulos
colectores™?, varios investigadores han inferido una posible relacion entre la aldosterona vy la
ET-1. Stow er al."** demostraron de manera contundente que la aldosterona regula al gen
que codifica para la ET-1. En este estudio se observd que la exposicion de células aisladas
del tabulo colector a la aldosterona produjo un aumento en la sintesis de endotelina, accion
que fue mediada a través de los RM. Un estudio realizado por Nguyen et al'* apova esta
observacion, ya que demostraron que los ratones que sobre-expresan el RM exclusivamente
en las células endoteliales en forma condicional, presentan una respuesta contractil a agentes
vasoconstrictores aumentada, lo que ademas se acompand de un incremento en la presion
sanguinea y en los niveles sanguineos de endotelina, independientemente de la homeostasis
Na'/K' y de la activacion del sistema-renina-angiotensina. Este efecto se previno con la

administraciéon de canrenoato, inhibidor de los RM. Todos estos estudios senalan que la
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aldosterona puede contribuir al control del tono vascular, mediante la regulacion de la

expresion y la liberacion de endotelina-1.
1.3.4.3 CINASA RHO (RocCk-1)

La cinasa Rho es una proteina que se encuentra implicada en procesos de generacion de
contractilidad y motilidad celular que conducen a la adhesion focal y a la formacion de los
miofilamentos celulares del citoesqueleto. Existen dos 1soformas de la cinasa Rho, ROCK-I y
ROCK-II también conocidas como cinasas tho B v a, respectivamente’®. La cinasa Rho
ejerce su funciéon cuando es activada por una proteina G pequena, denominada Rho A,
proceso mediado por los receptores de proteinas G. Una de las funciones de la cinasa Rho
es mediar contraccion del musculo liso. Esta accion la efectiia por dos mecanismos: 1) por su
capacidad de fosforilar a la fosfatasa de las cadenas ligeras de miosina (p-PCLM), lo que
resulta en la desactivacion de esta fosfatasa, manteniendo asi a las cadenas ligeras de miosina
fosforiladas y unidas a la actina y 2) por medio de la fosforilacion directa de la cadena ligera
de miosina, aumentando asf la contracciéon del musculo liso vascular®*”**8, La cinasa Rho
también se ha involucrado en mediar los efectos vasculares de ciertos factores vasoactivos

. . . . . . . 139,140
como la angiotensina II, la serotonina, la trombina, la endotelina-1 y la norepinefrina .

De forma iteresante, se ha observado que la mhibicion de la cinasa Rho con fasudil
reduce el dano renal (proteinuria, glomeruloesclerosis y fibrosis tabulo-intersticial) en
modelos de enfermedad renal como: hipertension, isquemia/reperfusion y por la infusion de
aldosterona'*™***, También se ha descrito, que la cinasa Rho fosforila a eNOS en la treonina
495, lo que da como resultado, que eNOS se encuentre en su forma inactiva con la
consecuente menor produccion de NO, efecto que es revertido por el tratamiento con
fasudil*®®. En este sentido, hemos mostrado que el dano renal inducido por
1squemia/reperfusion se asocia con un incremento de los niveles de la cinasa Rho, efecto que
es revertido cuando los animales son adrenalectomizados™. Esto sugiere que la aldosterona
también regula la expresion de la cinasa Rho. En apoyo a esta hipétesis, se ha documentado
que la exposicion de cultivos de células de musculo liso vascular a aldosterona aumenta la
fosforilacion de la subunidad de la fosfatasa de miosina (MYPT-1), que es un indicador de la

144 I

actividad de cmasa Rho .0 que ademds se acompand con mayor migracion celular y

remodelacion del citoesqueleto. Ademads, en cardiomiocitos de rata se observé que la
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estimulacion con aldosterona producia un aumento en los niveles de endotelina-1 y una
mayor fosforilacion v actividad de la cinasa Rho'®. También se ha demostrado en pacientes
con hipertension arterial sistémica la participacion de la aldosterona en la regulacién de la
actividad de la cinasa Rho. A este respecto, Fujimura e a**’ recientemente mostraron que el
tratamiento con eplerenona durante cuatro anos produjo una reduccion de la presion arterial
de los individuos hipertensos, lo que se asocié con una menor actividad de la cinasa Rho, de
forma mteresante se encontré que estos dos efectos no se observaron cuando se utilizaron
otros tratamientos anti-hipertensivos. En otros estudios se ha reportado que el bloqueo de los
RM en pacientes con enfermedad renal cronica produce un efecto renoprotector adicional al
disminuir la proteinuria con respecto a los pacientes que estan recibiendo otros farmacos

148-151 ] : - . . :
, solo quedaria por investigar si este efecto benéfico se asocia con una

anti-hipertensivos
menor actividad de la cinasa Rho. Estos estudios en conjunto sugieren, la posible

mterrelacion entre la cinasa Rho y la aldosterona en un contexto fisiopatologico.

1.3.5 ALDOSTERONA COMO MEDIADORA DE DANO

No se conocen completamente los mecanismos por medio de los cuales la aldosterona
gjerce sus acciones deletéreas, pero se ha sugerido la participacion de citocinas
proinflamatorias como osteopontina y la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1),
una mayor produccion de estrés oxidante mediante la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), la activacion de MAPK cinasas, de la cinasa Rho, de TGF-B1, del factor de
crecimiento de tepdo conectivo (CTGF) y del factor imhibidor del activador de

plasminogeno-1 (PAL-1)P>7,

En un estudio realizado en ratas a las que se le infundié aldosterona de manera cronica se
observé un incremento en el estrés oxidante renal determinado mediante TBARS, asi como
un aumento de la actividad de las cinasas reguladas por senales extracelulares (ERK 1/2), de
las c-Jun-NH2 terminal cinasas (JNK) y de las grandes MAPK-1(BMK1). La administracion
de eplerenona previno el desarrollo de hipertension y de la protemuria, asimismo evitd el
incremento del estrés oxidante y el aumento de la actividad de ERK1/2, de JNK v de BMKI1.
Este estudio sugiere que la aldosterona podria ejercer sus efectos deletéreos a través de la

generacion de ROS y de la activacion de MAPK cinasas**>.
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Se ha propuesto a la aldosterona como una hormona profibrética, esto es debido a sus
acciones en la regulacion de la fibrosis renal. Uno de los mecanismos involucrados en este
proceso es a través del aumento del mhibidor del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1).
Huang er 2"’ demostraron en cultivos de células mesangiales v de fibroblastos que la
adicién de aldosterona aumentd la produccion de PAI-1 e mhibié la degradacion de la
matriz extracelular. La presencia de TGF-1 en el medio de cultivo produjo un efecto aditivo
al ejercido por la aldosterona que se caracterizO por una mayor acumulacién de matriz
extracelular. El bloqueo de los RM con espironolactona evitdé por completo el aumento de
PAI-1 y de la acumulaciéon de matriz extracelular. En cambio, la adiciéon de un anticuerpo
contra TGF-B1, solo disminuyo6 en forma parcial la acumulacion de matriz extracelular. Esto
sugiere que la aldosterona podria estar ejerciendo sus funciones a través de un aumento en la
produccion de PAI-1 y posiblemente a través de la inhibicion de metaloproteasas, con lo cual

contribuye al desarrollo y progresion de la fibrosis renal.

Leopold et al™® demostraron in vitro e in vivo que uno de los mecanismos mediante los
cuales la aldosterona ejerce acciones deletéreas es a través de la disminucion de la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), la cual es una enzima clave en la generacion de
NADPH reducido, el cual a su vez mantiene los niveles de glutation reducido, y el balance
en el estrés oxidante. Este balance es de gran mmportancia en la preservacion de la
biodisponibilidad de los niveles de 6xido nitrico y por lo tanto de la funcion vascular. En este
estudio Leopold et al. demostraron que la aldosterona disminuye la actividad y la expresion
de la G6PDH en ratones a los que se les mfundio aldosterona por medio de bombas
miniosmoticas. Estos efectos se previnieron con el bloqueo de los RM con espironolactona,
por lo que ellos sugieren que la aldosterona juega un papel importante en el equilibrio redox

y en la funcién vascular.

En un estudio realizado en ratas uninefrectomizadas a las que se les infundio aldosterona
por medio de bombas miniosmoticas, se observd que la administracion de fasudil, un
mhibidor de la cinasa Rho, disminuia la proteinuria, la fibrosis tabulo-intersticial, asi como la
expresion de TGF-B, efectos adversos producidos por aldosterona, por lo que, se sugirio la

e . N : 141
participacion de esta cinasa en el daino mediado por aldosterona
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1.3.6 LA ALDOSTERONA COMO MEDIADORA DE DANO CARDIOVASCULAR

El primer estudio que demuestra la participacion de la aldosterona en el desarrollo de
dario, fue realizado por Selye™® hace mds de 50 afos. En dicho estudio Selye demostro que
la administracién exogena de mineralocorticoides junto con dieta alta en sal provocaba
hipertension e inflamaciéon vascular en el corazon, el rinon, el cerebro, el pancreas y en las
arterias mesentéricas de ratas. Se ha sugerido tanto en humanos como en modelos animales
que la aldosterona podria estar implicada en la progresion del dano cardiovascular a través
de efectos pro-inflamatorios y pro-fibroticos™®**®*. Basados en estas evidencias Pitt er al.***®®
llevaron a cabo dos estudios clinicos de gran importancia: el estudio RALES (Randomized
Aldactone Evaluation Study) y el estudio EPHESUS (Eplerenone Post-Acute Myocardial
Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study); en donde se demostré que la
administraciéon de espironolactona y eplerenona, respectivamente, reducia la incidencia de
mfarto, mortalidad y la morbilidad de pacientes con insuficiencia cardiaca severa, lo que
sugeria un papel importante de la aldosterona en el desarrollo y progresion del dano
cardiovascular. En apoyo a estos hallazgos en un estudio publicado por Beiguy er al'®* se
demostré una correlaciéon positiva entre la elevacion de los niveles plasmaticos de
aldosterona con la msuficiencia cardiaca, asi como con fibrilacion ventricular en pacientes
con infarto agudo al miocardio. Lo cual corrobora una vez mas el papel de la aldosterona

como posible mediadora del dafio cardiovascular.

En otro trabajo Rocha er a/'®® demostraron que la infusion continua de aldosterona por
medio de bombas miniosméticas en ratas uninefrectomizadas producia inicialmente
inflamacion que progresaba a daio vascular y dano al miocardio. En este mismo estudio, el
bloqueo de las acciones de aldosterona por medio de eplerenona disminuy6 la inflamacion y
mejoro el dano vascular y miocardico. Siguiendo la misma linea, Rocha er al*®® publicaron
otro estudio realizado en ratas Wistar a las que administraron angiotensina II por medio de
bombas miniosmoticas. Rocha er aL**® observaron, como era de esperarse, que la infusion de
angiotensina Il produjo elevacion de la presion arterial, hipertrofia cardiaca y daio vascular;
de manera interesante estos efectos se previnieron cuando los amimales fueron
adrenalectomizados (ausencia de aldosterona). El efecto cardioprotector de la

adrenalectomia se revirtio cuando se infundié aldosterona por medio de bombas
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miniosmoticas. Estos dos estudios arrojan resultados muy iteresantes, que confirman la
participacion de aldosterona en el dano cardiovascular, principalmente a través de efectos

pro-inflamatorios y pro-fibroticos.

El bloqueo de los RM después de haber inducido daiio cardiovascular también previene
los efectos deletéreos de la aldosterona. Este hecho se demostréo en un modelo animal de
mfarto agudo al miocardio, en el que a ratas después de realizarles ligacion transitoria de la
arteria se les administré eplerenona. En este estudio se observd que la administracion de
eplerenona mejoré la disfuncién endotelial, que se asoci6 con una reduccion del estrés
oxidante, lo que sugiere que la accion de la aldosterona en el dano cardiovascular esta

- 167
mediada por sus RM™".

1.3.7 LA ALDOSTERONA COMO MEDIADORA DEL DANO RENAL

El estudio pionero que demostré que la aldosterona participa en la fisiopatologia de la
enfermedad renal, fue realizado en 1996 por el grupo de Thomas Hostetter, quienes al
utilizar el modelo clisico de progresion de dano renal, el de nefrectomia de 5/6 en la
rata, demostraron que el uso combinado de un inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina (enalapril) y el bloqueo de los receptores AT de angiotensina (losartan) reducia,
la proteinuria y el porcentaje de gl()meml()escler()sis168. Este efecto renoprotector del
enalapril y losartan, no se observaba cuando se restablecian los niveles de aldosterona al
mismo nivel que el grupo no tratado. Estos resultados demostraron claramente que el dano

. . . 168
renal en este modelo era mediado en gran parte por aldosterona y no por angiotensina I17°".

En otro estudio realizado por Rocha et al*® en ratas espontineamente hipertensas a las
que se les administré captopril junto con una infusion de aldosterona de manera crénica, se
observo que el grupo de animales no tratados desarrollé proteinuria acompanada de lesiones
en arteriolas y en glomérulo (nefroesclerosis), estas lesiones se evitaron con la administracién
de captopril. Al igual que en el estudio de Greene er 2™, 1a infusion cronica de aldosterona
revirtié los efectos protectores de captopril, produciendo dano y proteinuria similares a los
observados en las ratas hipertensas sin tratamiento. Lo cual alude a la aldosterona como

mediadora del dano por nefroesclerosis independiente de los efectos en la presion arterial.
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En un estudio mds reciente realizado en ratas uninefrectomizadas con dieta alta en sal se
demostré que la infusién crénica de aldosterona indujo hipertension acompanada de
proteinuria severa y dano a podocitos. En cambio, el tratamiento con eplerenona disminuyo
el estrés oxidante, la proteinuria y el dafio podocitario’”®. Esto también se ha demostrado

71,172 - L
. Lo anterior sugiere

tambi¢n en modelos de glomeruloesclerosis debida a hipertension®
que la aldosterona juega un papel importante en el desarrollo y progresiéon del dano

podocitario, el cual es mediado a través de sus RM.

Varios estudios han relacionado también a la aldosterona con el dano observado en
nefropatia diabética. A este respecto en un estudio realizado en pacientes con nefropatia
diabética, se observo que la administracion de espironolactona disminuyé de manera
significativa la proteinuria, lo cual ademas de proporcionar una herramienta terapéutica til,
suglere una participacion importante de la aldosterona en el daino observado por nefropatia
diabética’”. También Guo et al*"* evaluaron el efecto del bloqueo a RM en dos modelos de
diabetes, el tipo 1 y el tipo 2, el primero inducido por la administracion de estreptozotocina a
ratas Wistar uninefrectomizadas y el segundo por el uso de ratones db/db. En ambos
modelos se observo el desarrollo de albuminuria y el desarrollo de hipertrofia glomerular,
expansion mesangial y dano tubulointersticial, cambios que se asociaron con un aumento en
la expresion de los RM y de TGF-B1. En cambio la administracion de eplerenona, redujo de

manera significativa el dano renal observado en estos modelos de nefropatia diabética.
1.3.7.1 FISIOPATOLOGIA DE LA LESION RENAL AGUDA

La lesion renal aguda (LRA) es un sindrome que se desarrolla después de una caida
transitoria en el fluyjo sanguineo renal, lo que ocasiona disfuncion renal y dano tubular severo,

. , 1 . . . . 175
siendo éste ultimo proporcional al periodo de 1squemia™”.

Los mecanismos involucrados en la progresion del daio en la LRA incluyen efectos
vasculares vy tubulares'’®. Las anormalidades vasculares se atribuyen a daio en el endotelio,
el cual responde de manera diferente que en condiciones normales. Se ha demostrado que
una vez producido el dano en el endotelio renal las pequenas arteriolas producen mayor
vasoconstriccion en respuesta a un aumento de sustancias vasoconstrictoras como son
endotelina-1, angiotensina II, tromboxano A2 prostaglandina H2, leucotrienos C4 y D4 y

177-180

adenosina , que son generadas como resultado de un aumento en la adhesion de
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leucocitos al endotelio y de la activacion de dichos leucocitos. También se sabe que la
vasoconstriccién se exacerba debido a una disminucién en la produccién de NO vy otras
sustancias vasodilatadoras, a lo cual debe sumarsele la presencia de citocinas como TNF-q,
IL-1B, 116, I1-12, IL-15, IL-18, I1.-32, todo esto trac como consecuencia que los efectos
sean mds aumentados en las arteriolas, dando como resultado una pérdida en el balance de
sustancias vasoactivas que ocasiona una vasoconstriccion e hipoxia medular persistentes, lo
que compromete la microcirculacion y la circulacion renal, sobre todo en la médula

181,182
externa .

La disfuncion tubular se da cuando se ha establecido el dano por LRA y ésta implica la
activacion del sistema de retroalimentacion tibuloglomerular, cambios estructurales, la
obstruccion tubular y el escape del ultrafiltrado (difusion del filtrado glomerular al intersticio

175,183 . : . . :
.Cabe mencionar que especialmente el segmento S3 del tabulo proximal, es el

renal)
mas susceptible al dario por 1squemia debido a su lmitada capacidad de tener metabolismo

AR .o ., . , 184
dNdcr ()blC() en condiciones de tension b&l_]&l de ox1g€eno

La activacién en el sistema de retroalimentacion tubulo-glomerular se da debido a una
disminucién en la reabsorcion de sodio en el tibulo proximal, esto ocasiona un aumento en
la liberacion de cloruro de sodio, lo que da como resultado que la méacula densa sense mas
soluto liberado a la nefrona distal, que produce mayor vasoconstricciéon en las arteriolas
preglomerulares y por lo tanto una disminuciéon en las fuerzas glomerulares para la

., 185
filtracion .

Los cambios estructurales incluyen pérdida de la polaridad celular, pérdida del borde en
cepillo, formacion de cilindros, obstruccion tubular y ruptura de las uniones intercelulares.
La pérdida de la polaridad se da como resultado de la translocacion de la bomba de Na*/K*-
ATPasa y de las P-integrinas de la membrana basolateral a la membrana apical. La
translocacion de la bomba también podria explicar la disminucion en la reabsorcion

186,187
tubular )

Debido a la morfologia de los capilares en la médula externa, éstos se pueden obstruir
facilmente, lo que trae como consecuencia una disminucion en la liberacién de oxigeno y

nutrientes a las células epiteliales. La pérdida de vasos y microvasos debida a la hipoxia
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cronica da como resultado un aumento en el dano tubular, lo cual se manifiesta por cambios

estructurales como pérdida del borde en cepillo v desprendimiento de células epiteliales®”.

La muerte celular por apoptosis y necrosis, asi como la obstruccion tubular da como
resultado el desprendimiento de células de los tubulos y la formacion de cilindros. Los
cilindros se forman a partir de la proteina de Tamm-Horsfall, que en presencia de una
elevada concentracion de sodio luminal forman un polimero, el cual es capaz de combinarse
con células tubulares epiteliales viables, de borde en cepillo, apoptéticas y necroticas, asi
como de matriz extracelular en la nefrona distal®®'®. También hay evidencia de que
durante un fenémeno de isquemia, las células epitehiales viables liberadas al lumen se pueden
depositar en otras células epitehales y en la matriz extracelular ocasionando obstruccion
mtraluminal tubular, este fenomeno comprende moléculas de adhesion mediadas por

: . 190
mtegrinas

La LRA va acompanada también de mflamacion, después de que ha ocurrido el daio
renal, las interacciones entre leucocitos y células endoteliales juegan un papel importante en
la progresion de inflamacion en esta etiologia. Se ha demostrado que los leucocitos potencian
el dano e mflamaciéon mediante la generacion de ROS vy la sintesis de fosfolipasas. La
mfiltracion de leucocitos es resultado del aumento en la expresion de moléculas de adhesion
como ICAM-1 y VCAM. Asimismo, el epitelio tubular contribuye a la progresion de
inflamacion mediante la generacion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, MCP-1, 11~

8, IL-6, IL-1B, TGF-B, RANTES™".

1.3.7.2 LA ALDOSTERONA Y SU PAPEL EN EL DANO POR ISQUEMIA/

REPERFUSION (I/R)

La mayor causa de LLRA en rifiones nativos y trasplantados es el dano renal por isquemia-
.., 192,193 .., . . ..
reperfusion (I/R) . Aunque la reperfusion es esencial para que sobreviva el tejpdo

1squémico, hay evidencia de que la reperfusion por si misma causa dano celular

193,194
al

adicion . A pesar de los avances en estrategias preventivas, la morbilidad y mortalidad

195

. i . 193, .
por esta enfermedad no se han modificado en las dltimas cuatro décadas , siendo su

mcidencia entre el 20 y 40% en los pacientes en terapia intensiva y alrededor del 209% de

193,196 I

estos pacientes fallece por esta causa a LRA también es frecuente en los pacientes
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que son sometidos a cirugia cardiaca mayor (30%), pacientes sometidos a trasplante renal o
bien aquellos que reciben firmacos nefrotéxicos como antiobioticos, anti-inflamatorios o

197200 por tanto, la LRA constituye un problema de salud publica, por su creciente

cisplatino
frecuencia, su asociaciéon con graves complicaciones y altos costos, asi como, elevada
mortalidad a corto y a largo plazo.

Fl dano por isquemia se manifiesta por disfuncion tubular, glomerular y vascular,
acompanadas de una deplecion de ATP, lo que ocasiona necrosis y apoptosis celular?® 2%,
Las alteraciones hemodinamicas observadas son atribuidas a la vasoconstriccion de la
arteriola aferente y del mesangio, asi como al extensivo daio tubular. En diversos estudios en
modelos animales y en humanos, se ha demostrado que la vasoconstriccion que se observa
en la LRA se debe a un desequilibrio en la produccion de sustancias vasoactivas, en donde
predominan sustancias vasoconstrictoras, lo que trae como consecuencia hipoxia celular. La
hipoxia persistente por lo tanto, produce dano tubular severo que exacerba ain mas la
disfuncion renal. Asi mismo, la reperfusion estd asociada con un aumento de radicales libres

Ry - 201-204
y un aumento de la muerte celular por apoptotosis .

En nuestro laboratorio demostramos que la aldosterona juega un papel importante en el
desarrollo de dano renal inducido por procesos 1squémicos como lo son: la nefrotoxicidad
cronica y aguda por ciclosporina (CsA), asi como la LRA inducida por isquemia renal®*>?%.
Aunque los beneficios de la mmunosupresion con CsA han sido evidentes, su uso a largo
plazo se encuentra limitado por sus efectos secundarios dentro de los que destaca la
nefrotoxicidad que pr()ducezos. Se han descrito dos formas de nefrotoxicidad: la
nefrotoxicidad aguda o moderada y la nefrotoxicidad crénica o severa. La nefrotoxicidad
aguda se caracteriza por vasoconstriccion renal, lo que produce una reduccion en la tasa de
filtraci6n glomerular. En cambio, la nefrotoxicidad crénica se caracteriza por disfuncion renal
y por la presencia de lesiones estructurales como arteriolopatia y fibrosis ttbulo intersticial,

209211 . -
. En los roedores se pueden reproducir los dos

siendo esta ultima lesion irreversible

tipos de nefrotoxicidad que se observan en el humano. El modelo de nefrotoxicidad aguda
. .. . . 212 .

por CsA se induce al administrar dosis repetidas de CsA®™*. Mientras que el modelo de

nefrotoxicidad cronica se obtiene con la administracion de dosis repetidas de CsA en

. . . . 213 . . . . . .
conjunto con dieta baja en sodio””, la ingesta baja en sodio activa al sistema renina
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angiotensina aldosterona, lo que aumenta en los roedores la susceptibilidad a la CsA y la
aparicion de lesiones estructurales caracteristicas que se observan en el humano. Debido a
que la fibrosis observada en la nefropatia cronica es en parte mediada por un incremento en
la expresion del TGF-B, conjeturamos que la aldosterona podria estar involucrada en las
acciones deletéreas que produce la CsA en el rnién. En un primer estudio en donde
utilizamos el modelo de nefropatia cronica por CsA, demostramos que la administracion de
espironolactona evité la mortalidad que se observa después de 21 dias de tratamiento con
este Inmunosupresor y estos animales presentaron un menor porcentaje de arteriolopatia y
del area afectada por fibrosis tibulo-intersticial. Este efecto renoprotector se asocié con una
reduccion en los niveles de RNAm de TGF-B, fibronectina, coldgena I y colagena IV. Otro
hallazgo particularmente interesante de éste estudio fue el efecto que ejercio la
espironolactona sobre la funcion renal. Como era de esperarse, la administracion crénica
de CsA produyjo una disminucién —significativa  de la depuracion de creatinina y la
mhibicion de los receptores de aldosterona con espironolactona previno la disminucion de la
funcion renal en las ratas tratadas simultineamente con CsA’®. En un estudio posterior
encontramos que el bloqueo de los RM también previene la nefrotoxicidad aguda por CsA
que solo se caracteriza por vasoconstriccién renal. De tal forma que la espironolactona
restablecio la tasa de filtracion glomerular a valores normales, efecto que fue acompanado
por la normalizacion del flujo sanguineo renal’*. En un tercer estudio también mostramos
que la administracion de la espironolactona evité la progresion de la distfuncion renal y la
fibrosis, asi como también redujo la muerte celular por apoptosis en las ratas con
nefrotoxicidad crénica por CsA pre-existente. Estos efectos renoprotectores se asociaron con
una reducciéon en el engrosamiento arteriolar y en la contraccion glomerular, lo que sugiere
que la mhibicion de las acciones de aldosterona reduce la hipoperfusion glomerular en este
modelo®®. Por lo tanto, nuestros resultados previos sugerian que la aldosterona participa en
la fisiopatologia renal inducida por CsA y que esta hormona ademas de ejercer efectos
profibroticos también es capaz de producir vasoconstriccion renal. En apoyo a nuestros
hallazgos, Arima er al*™ observaron que la aldosterona induce vasoconstriccion dosis v
tiempo dependiente en arteriolas aferentes y eferentes aisladas de conejo. Tres anos después,
Gross et al **® encontraron que la exposicion a aldosterona induce contraccion de las células

de musculo liso vascular de humano, a través del aumento en la fosforilacion de la cadena
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ligera de miosina, efecto que fue prevenido con el uso de espironolactona. Asi mismo, existe
evidencia de que esta hormona es capaz de aumentar los niveles de fosfato inositol y de los
receptores de angiotensina II, asi como también de alterar la respuesta vasodilatadora a

g1 217,218
acetilcolina .

Por todo lo anterior, inferimos que si la aldosterona jugaba un papel importante en la
induccion de la vasoconstriceién renal, entonces el bloqueo de los RM podria ser un agente

protector contra el dano renal inducido por I/R.

La LRA se puede reproducir en el laboratorio mediante el modelo de 1squemia bilateral y
reperfusion. En un estudio que publicamos muy recientemente evaluamos el efecto del
bloqueo de los RM sobre el daiio renal inducido por I/R*”. Primero nos dimos a la tarea de
mvestigar si el tratamiento profilictico con espironolactona prevenia el dano funcional y
estructural inducido por un proceso de I/R bilateral renal. Después de 24 h de reperfusion,
las ratas sometidas a 1squemia desarrollaron disfuncion renal, que se caracterizo por un
aumento en los niveles de creatinina sérica, como consecuencia de la reduccién de la tasa de
filtracién glomerular. La caida de la depuracion de creatinina observada se asocié con una
reduccion significativa en el flujo sanguineo renal en un 33%, sin cambio en los valores de
presion arterial. En contraste, en los tres grupos que recibieron tratamiento profilictico con
el bloqueador de los RM por uno, dos o tres dias antes de inducir 1isquemia, se previno
completamente la elevacion de la creatinina sérica debido a que la espironolactona

restablecio la funcion renal y el flyjo sanguineo renal a valores normales.

Los estudios histopatologicos con microscopia de luz revelaron que la I/R renal produjo
dano tubular severo caracterizado por pérdida del borde en cepillo, dilatacién tubular y
desprendimiento de la membrana basal tubular. Todas estas lesiones estuvieron
practicamente ausentes en las ratas que recibieron tratamiento con el antagonista de los
receptores a mineralocorticoides. Los ensayos de los marcadores de dano tubular clasicos
apoyaron estas observaciones. En el grupo con I/R, la excrecion urinaria de proteinas y de N-
acetil-beta glucosaminidasa (NAG) marcadores de daio renal, aumento cinco veces y tres
veces respectivamente. De acuerdo con los hallazgos histopatologicos, en las ratas que
recibieron pre-tratamiento con espironolactona, los niveles de estos marcadores de dano

tubular fueron similares al grupo de ratas control que fueron operadas en forma simulada.
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De tal forma que, nuestros resultados demostraron que el pre-tratamiento con
espironolactona previene el dano renal inducido por I/R, sugiriendo que la aldosterona juega
un papel determinante como mediador del deterioro de la funcion y de la estructura a través

de un mecanismo genoémico.

Como se detalld anteriormente, la disminucion del flujo sanguineo renal es de
importancia particular ya que es el responsable de iniciar y exacerbar la fisiopatologia de la
msuficiencia renal aguda. El tono vascular es regulado de manera particular por el 6xido
nitrico (NO) derivado de la sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS). Aunque el NO
derivado de iINOS contribuye al dano tubular durante la 1squemia, se ha propuesto que el
NO derivado de eNOS en las arteriolas glomerulares protege contra el dano inducido por la
I/R *”3. De acuerdo con esto, se ha descrito que la disminucion de la actividad de eNOS es
una de las caracteristicas de la disfuncion endotelial asociada con lesion renal aguda®®. En
este estudio confirmamos una reducciéon significativa en la cantidad excretada de los
metabolitos estables de la sintesis de NO, los nitritos y nitratos (NO2/NQO3), después de
inducir I/R renal. Interesantemente, el bloqueo de los RM  previno la reduccion de estos
metabolitos de NO en la orina. Con el fin de conocer el mecanismo por el cual la
espironolactona mejoré la generacion de NO, se evalu6 la cantidad de eNOS y su estado de
fosforilacion, ya que se ha descrito previamente que la eNOS se encuentra activa cuando esta
fosforilada en la serina 1177 e mactiva cuando esta fosforilada en la treonina 497, ésta tltima
fosforilacion ademas produce que eNOS genere el radical superoxido en lugar de NO.
Cuando se compararon las ratas que fueron pre-tratadas con espironolactona con el grupo de
I/R sin tratamiento, se observdé un aumento en la expresion de eNOS en el rmon y en la
cantidad de eNOS fosforilada en el residuo de S1177, junto con una reduccion en la
fosforilacion del residuo 1497 de eNOS. Por lo tanto, el aumento en la expresion de eNOS
y de la forma activa de eNOS pueden ser los responsables de aumento en la excrecion
urinaria de NO,/NOj3 y del restablecimiento del flujo sanguineo renal en los animales con

1squemia / reperfusion tratados con espironolactona.

La hipoxia que resulta de la disminucion del fluyjo sanguineo renal y la subsecuente
reperfusion parece ser la responsable de activar procesos en los que se generan especies
reactivas de oxigeno y muerte celular del epitelio tubular por necrosis y apoptosis. Por lo que

especulamos que el bloqueo de los RM, ademads de mejorar el flujo sanguineo renal, también
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podria prevenir la generacion de radicales libres y la muerte celular por apoptosis se
determinaron los niveles de lipoperoxidacion en el rinon y los niveles de RNAm de enzimas
antioxidantes. Kl dano tubular inducido por I/R, se asocié con un aumento de tres veces en
la hipoperoxidacion renal, lo cual se previno con el pre-tratamiento con espironolactona
desde un dia antes de inducir I/R. La reduccién en la ipoperoxidaciéon renal promovida por
la espironolactona se acompané de un aumento significativo en los niveles de RNAm de dos
enzimas antioxidantes la superoxido dismutasa y la glutation peroxidasa. En apoyo a estos
hallazgos, se ha demostrado que la aldosterona induce la generacion de ROS en células

220,221 -
. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que

mesanglales y miocitos en cultivo celular
la aldosterona también induce la generacion de ROS durante la I/R, lo que es evitado por el
antagonismo de los RM, lo cual ademds previno la hipoperfusion renal, y aumento los
niveles de RNAm de las enzimas antioxidantes (SOD y GPx), lo que resulté en la

preservacion de la estructura tubular renal como se evidencid6 por los hallazgos

histopatologicos y la normalizacion de los marcadores de dano tubular.

El dano renal inducido por isquemia se ha asociado tradicionalmente a muerte celular
del epitelio tubular por necrosis. Sin embargo recientemente se ha demostrado, que la
apoptosis es una forma importante de muerte celular y del dano asociado a lesion renal
agudazzz. En efecto, en este estudio también observamos un aumento significativo en la
tincion in situ de los nuicleos celulares por el método de TUNEL en los rinones de los
anmimales con I/R no tratados. El pre-tratamiento con espironolactona previno la muerte
celular por apoptosis. De acuerdo con estas observaciones, el dano renal inducido por I/R
produjo un aumento significativo en los niveles de RNAm de pro-caspasa 3, enzima efectora
de la muerte celular por apoptosis, efecto que fue revertido por el pre-tratamiento con
espironolactona. Recientemente se ha puesto de manifiesto que la interferencia del programa

223,224
| . De hecho,

apoptosico se traduce en un efecto renoprotector durante la isquemia rena
el efecto renoprotector conferido por espironolactona también se asocidé con la prevencion
de apoptosis en el tejido renal. Debido a que la hipoxia y la formacion de radicales libres son
dos factores que inducen muerte celular por apoptosis, es muy probable que la reduccion de

apoptosis en los animales pre-tratados con espironolactona resulte del restablecimiento del

flujo sanguineo renal y de la disminucion de la ipoperoxidacion renal.
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De esta forma, nuestros resultados sugieren que ademas de sus efectos pro-fibréticos, la
aldosterona participa en la vasoconstriccion renal que se observa durante la I/R, efecto que se
revirtié con la administracion de espironolactona, lo que implica que la aldosterona induce

vasoconstriccién renal a través de un mecanismo genémico.

Debido a que el tratamiento profilictico con espironolactona protege al rinén del dano
por I/R, en el laboratorio nos dimos a la tarea de determinar el papel de los RM en la
proteccion conferida por espironolactona. Para ello, se utilizaron ratas Wistar a las que se les
realizé adrenalectomia (extraccion de las glandulas adrenales) y se les indujo dano renal por
I/R después de la adrenalectomia. Como se esperaba el grupo con I/R presenté disfuncion
renal acompanada de dano tubular severo. En contraste, observamos que los animales que
no tenian glandulas adrenales no presentaban caida de la funcion renal ni del flujo sanguineo
renal, ni dafio tubular. Estos efectos se asociaron con el restablecimiento en la produccion de
oxido nitrico, un aumento en la expresion de la sintasa de 6xido nitrico endotelial, asi como
la normalizacion de los niveles de RNAm de la cinasa Rho y de los receptores de endotelina
tipo ETA. Estos datos confirman el papel medular de la aldosterona en la produccion del

- . . 145
dano en I/R mediado por sus receptores intracelulares .

Los estudios anteriores confirman el papel central de la aldosterona en la produccion del
dano renal por I/R. Como podemos ver los estudios realizados hasta el momento proponen
la prevencion del dano por LRA en el modelo de I/R con el bloqueo de las acciones de
aldosterona de manera profilictica. En la practica clinica sin embargo, la LRA no se puede
anticipar, por lo que es necesario buscar terapias que eviten la progresion del dano una vez
establecido éste, es por esto que en el presente trabajo se plantea la posibilidad del bloqueo

de los RM con espironolactona una vez que se produjo el dano por I/R.
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2. Hipotesis

El bloqueo de los receptores a mineralocorticoides con
espironolactona después de haber producido el msulto por I/R
puede prevenir el dano, y es posible que esta proteccion esté
asoclada con la disminucion de la expresion de moléculas que
relacionadas con la produccion de vasoconstriccion  como

endotelina, la cinasa Rho y anglotensina.
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3. Objetivos

» Evaluar si el bloqueo de los receptores a mineralocorticoides
previene el dano renal una vez que se produjo la

1squemia/reperfusion.

» Determinar los mecanismos por los cuales la aldosterona
contribuye a la reduccion del flujo sanguineo renal después de

un episodio de 1squemia/reperfusion (I/R).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Evaluar si la administraciéon de espironolactona a diferentes intervalos
después de haber producido el daiio por I/R previene la caida de la
funcion renal.

v' Evaluar si la administracion de espironolactona después de haber

producido el dano por I/R previene el estrés oxidante.

v" Determinar el papel de endotelina-1, la cinasa Rho y de angiotensina II
como mediadoras de la hipoperfusion que se observa después de un

episodio de I/R.

v' Estudiar s1 el efecto renoprotector con el bloqueo de los receptores de
mineralocorticoides previene o reduce la induccion de factores

vasoconstrictores.
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4. Material y Métodos

4.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Se incluyeron setenta y dos ratas Wistar macho con un peso de 270-320 g. Los animales
se dividieron en 6 grupos: 1) ratas operadas en forma simulada (S); 2) ratas a las que se les
produjo 1squemia renal bilateral por 20 min y 24 h de reperfusion; 3-6) y cuatro grupos que
recibieron espironolactona (Sp) (20 mg/Kg) inmediatamente después de la 1squemia, a las 3
h, alas 6 h 6 a las 9 h de haber producido el dano (Sp0, Sp3, Sp6 y Sp9 respectivamente).
Una vez que los animales se recuperaron de la anestesia se colocaron en jaulas metabodlicas
para recolectar la orina, a 22°C con ciclos de 12:12 h dia/noche, con agua ad libitum. Seis
animales por grupo se utilizaron para estudios funcionales y bioquimicos, y seis animales mas
por grupo se utilizaron para realizar los estudios moleculares. Todos los animales se

estudiaron después de 24 h de reperfusion.

TABLA 1. DESCRIPCION DE LOS GRUPOS DE ANIMALES UTILIZADOS EN EL ESTUDIO.

Grupo Descripcién
Sham Ratas operadas en forma simulada en forma simulada (n=12).
I/R Ratas sin tratamiento a las que se les indujo el dano por I/R (n=12).
g Ratas a las que se les administro espironolactona inmediatamente
Sp0 ) ) . : ]
después de haberles producido la isquemia (n=12).
S$p3 Ratas a las que se les administré espironolactona a las 3 h de haberles
b producido la isquemia (n=12).
Sn6 Ratas a las que se les administré espironolactona a las 6 h de haberles
I producido la isquemia (n=12).
$po Ratas a las que se les administro espironolactona a las 9 h de haberles

producido la isquemia (n=12).

4.1.1 INDUCCION DEL DANO POR I/R

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sddico via mtraperitoneal (30 mg/Kg), se
les realizé una incision abdominal media y se disecaron los pediculos renales. La 1squemia
renal se indujo por medio de la colocacion de clips vasculares bilateral en cada pediculo
durante 20 min. Una vez transcurrido el iempo de isquemia se retiraron los clips y se sutur6
a los animales. A los animales del grupo sham se les anestesidé y unicamente se realizo la

diseccion de los pediculos.
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4.2 ESTUDIOS FUNCIONALES

Después de 24 h de reperfusion los animales se anestesiaron con pentobarbital sodico (30
mg/Kg de peso corporal 1.p.) y se les adicionaron dosis suplementarias en el peritoneo
conforme se requirid. La preparacion quirtrgica se realizo por medio de microcirugia de la
siguiente forma: se coloco a la rata en la mesa termoregulada a 37°C, se cateterizé la triquea,
las venas yugulares, la arteria femoral y la vejiga con tubos de polietileno PE-240, PE-50 y
PE-90, respectivamente. Una vez cateterizadas las venas y las arterias, se tomoé una primera
muestra de sangre de la arteria femoral y el volumen se repuso con la sangre de una rata
donadora. Las ratas se mantuvieron en condiciones de euvolemia por la infusién de 10 ml/kg
de plasma durante la cirugia a una velocidad de 7 ml/h, seguida de una infusion de azicar
BC (baja en calorias, METCO, México) al 5% a una velocidad de 1.6 ml/h como marcador
de la filtracion glomerular como fue determinado previamente por nuestro laboratorio??.
Después de un periodo de equilibrio de aproximadamente 45 min se recolectd la orina
durante 30 min; al inicio y al final de ésta se tomaron muestras de sangre. Se realizé una
segunda recoleccion de orina de 30 min y se tomé una cuarta muestra de sangre. El volumen
de sangre que se recolecto, se reemplazé con sangre de una rata donadora por la vena
yugular. Se midi6 la presion arterial media (TAM) durante todo el experimento con un
transductor de presion (modelo p23 db, Gould) y se registré6 en un poligrafo (Grass
Instruments, Quincy, MA). Para registrar el fluyjo sanguineo renal (FSR), se realizé una
mcision media abdominal, se disecéd la arteria renal 1izquierda, se ungié con gel conductor
ultrasénico (HR Gel Lubricante, Carter-Wallace, New York, NY) y se coloco una sonda, la
cual se conect6 al flyyjometro (1RB, Transonic, Ithaca, NY) en donde se registro en forma
continua el FSR. Finalmente se determiné la tasa de filtracion glomerular por medio del
método de Davidson y Sackner?® como se explica a continuacion.

La determinacion de azicar BC se realizo en plasma y orina por el método de Davidson
para llevar a cabo los cilculos de la tasa de filtracion glomerular (TFG). Los plasmas se
desproteinizaron mediante la adicion de 250 ul de acido tricloroacético 1 N y posteriormente
se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min. Las orinas se diluyeron, dependiendo de la
concentracién de la muestra. La reaccion se llevo a cabo utilizando antrona la cual es
utilizada para determinar la concentracion de carbohidratos, por medio de la cuantificacion

espectrofotométrica del complejo colorido formado. De esta manera, se colocaron 200 ul de
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cada muestra en un tubo y se les adiciono 1 ml de la solucién de antrona, se agitaron y se
incubaron a 45°C durante 50 min. Finalmente se leyeron en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 620 nm. Se preparo una curva estindar con un rango de concentracion

de 20-100 ug/ml. La filtracion glomerular se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

Filtracion Flujo plasmatico * [Conc. de azticar BC en orinal

glomerular =
[Conc. de azticar BC en suero]

4.3 ESTUDIOS FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS

Después de 24 h de reperfusion se determinaron los niveles de malondialdehido (MDA)
mtra-renal, de excrecion de proteinas y de la proteina de choque térmico de 72 kDa (Hsp72)
como marcadores de estrés oxidante y dano tubular, respectivamente. En las muestras de
orina se evalu6é la excrecion urinaria de proteinas por turbidimetria (método de acido
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tricloro-acético, TCA®*"). También se determind el potasio sérico por el método 16n-

selectivo utilizando el aparato analizador de electrolitos Nova-4.

4.3.1 NIVELES DE HSP72

Los niveles de Hsp72 como un biomarcador sensible y temprano de daio tubular®®® se
determinaron mediante un ensayo de ELISA, con kit comercial (Assay Designs EKS-715,
MI, USA). Las muestras y los estindares se colocaron en una placa recubierta con un
anticuerpo monoclonal para Hsp72. La proteina Hsp72 es capturada de la muestra y se
detecta mediante un anticuerpo policlonal de conejo. Finalmente se adicioné peroxidasa de
rabano para el desarrollo del color, y se adicioné como sustrato tetrametilbencidina, la
reaccion se detuvo con una solucion de HCI IN. La densidad optica de las muestras fue
leida a 450 nm, y las lecturas de las muestras se extrapolaron en una curva estindar obtenida

de concentraciones conocidas de Hsp72 recombinante (0.1-7.5 ng/ml).

4.3.2 LIPOPEROXIDACION RENAL

Para determinar los niveles de MDA renal, se homogenizé tejido renal, v con el
homogenado se llevo a cabo una reaccion en N-metil-2-fenilindol a 15.4 mM en acido

clorhidrico al 15%, a una temperatura de 45°C por 40 min. Los tubos se centrifugaron a
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3,000 g por 15 min y se leyo la absorbancia a 536 nm. K1 MDA se cuantifico utilizando el
coeficiente de extincion (1.1x10°M?*/em™) v se expres6 en nanomoles de MDA por
miligramo de proteina®”’. La proteina en el tejido homogenizado se determiné por el

método de Lowry.

4.3.3 PEROXIDO DE HIDROGENO URINARIO

Esta determinacion se llevé a cabo con el kit de Amplex Red Hydrogen Peroxide
/Peroxidase Assay (Invitrogen, Eugene, OR) de acuerdo a las mstrucciones del fabricante. Se
utilizé una curva de peréxido de hidrogeno (1-10 uM). Se tomoé una muestra de orina de
cada animal (50 pl), asi como de cada estindar, y se colocaron en una placa de ELISA,
posteriormente se agregé reactivo Amplex Red/HRP (50 ul) y las reacciones se incubaron
por 30 min a temperatura ambiente protegidas de la luz. En presencia de peroxidasa el
reactivo Amplex reacciona con perdxido de hidrogeno produciendo resorufina, un producto
rojo fluorescente. Al final de la incubacion se lee la absorbancia a 560 nm y la concentracion
de las muestras se expresa en nanomoles por 24 h, ttempo en que se llevo a cabo la

recoleccién de orina.

4.3.4 NIVELES DE ENDOTELINA-1 EN TEJIDO

Los niveles de endotelina-1 se determinaron por medio de un kit comercial de ELISA
(Endothelin-1 (1-31) Assay kit, Immuno-Biological Laboratories Inc.) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Los homogenados de tejido renal v los estindares se agregaron a
una placa recubierta con un anticuerpo para endotelina-1 y se incubaron toda la noche a 4°C.
La endotelina-1 reaccioné con el anticuerpo y se detecté por medio de la adiciéon de un
anticuerpo conjugado y un cromogeno (tetrametilbencidina). La densidad optica de las
muestras se obtuvo a 450 nm, y los valores obtenidos por medio de la interpolacion de los
datos a partir de la curva estandar (1.56-200 pg/ml). La concentracion de endotelina-1 se
normalizé por la cantidad de proteina agregada en cada pozo (determinada por el método de

Lowry).

40



4.4 ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Al finalizar el experimento, la aorta se ligo por arriba de las arterias renales y uno de los
riones se perfundié con amortiguador de fosfatos por la arteria femoral a una presion
constante y similar a la tension arterial que tenia previamente la rata. El rinon se 16 con
formaldehido al 4%. Una vez perfundido y fijado se extrajo, se incluyé en parafina y se
hicieron cortes de tres micras, para posteriormente tenirlos con PAS y hematoxilina. Para los
estudios de microscopia de luz se utilizé6 un microscopio Nikon eclipse conectado a una
camara digital, las imagenes digitalizadas se evaluaron en el programa eclipse net®. Para
determinar el nimero de tabulos con formacién de cilindros se digitalizaron diez campos
subcorticales y yuxtamedulares de cada laminilla de rnon, el andlisis se llevd a cabo de
manera doble ciega y se contaron al menos 100 tubulos en cada laminilla por animal. Los

resultados se expresan como el porcentaje de tibulos con formacion de cilindros.

4.5 ESTUDIOS MOLECULARES

Para los estudios moleculares se utilizaron seis grupos de seis ratas cada uno. Se indujo el
dano por I/R y se dio el tratamiento segun el grupo. A las 24 h de reperfusion los animales se
anestesiaron, se extrajeron los rinones y el tejido se congeld y se almacend a -80°C. Del tejido
renal almacenado se extrajo RNA total por medio del método de TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA) y se aseguro su integridad por medio de electroforesis en geles de agarosa al
196. Para evitar la contaminaciéon por DNA, las muestras de RNA total se trataron con
DNAsa (DNAse I, Invitrogen). Para la reaccion de transcripeion reversa se utilizaron 200 U
de transcriptasa reversa del virus de la leucemia en el mono (Moloney murine leukemia virus
reverse transcriptase, MMLV, Stratagene) y 1.0 ug de RNA. A partir del RNA tratado se
determinaron los niveles de RNAm de la molécula de dano renal (kidney mjury molecule-1,
KIM-1) como marcador de dafio tubular; de la cinasa Rho, de angiotensinégeno, de los
receptores ATy y AT, asi como de prepro- endotelina, mediante PCR en tiempo real en el
equipo ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Tagman, ABI, Foster City, CA). Las
sondas se adquirieron como reactivo disenado para ensayos (ABI), y se eligieron marcadas

con el fluréforo FAM (6-carboxifluoresceina), los numero de sondas fueron:

Rn00597703_m1 para KIM-1, Mm00485745_m1 para la cinasa Rho, Rn00593114_m1 para
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anglotensindgeno, Rn00578456_m1 para el receptor AT;, Rn00560677_s1 para el receptor
AT, y Rn00561129_m1 para prepro-endotelina. Como control endogeno se utilizo RNAr
eucariotico 18S (reactivo predisenado para ensayos, ABI). La expresion de cada gen se

- - : ) : 229
cuantificé en forma relativa usando el método comparativo de Ct™.

4.5.1 WESTERN BLOT

Para realizar los analisis por Western blot, se aislaron las proteinas de cuatro cortezas de
cuatro ratas de cada grupo por medio de una homogenizacién con amortiguador de lisis. Las
proteinas de los homogenados se desnaturalizaron y se separaron por medio de
electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida, una vez separadas se transfirieron a una
membrana de difluoruro de polivinilidina (PVDF, Millipore). Se bloquearon las membranas
y se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo de cabra para la cinasa Rho (1:2500;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), con el anticuerpo de conejo para los receptores
Ay B de endotelina (1:5000; Abcam Inc. Cambridge, MA) o con el anticuerpo de cabra para
el receptor tipo 1 de angiotensina II (1:500; Abcam Inc. Cambridge, MA). Posteriormente
las membranas se imncubaron con el anticuerpo secundario burro anti-cabra IgG-HRP (Santa
Cruz Biotechnology) o de rata anti-conejo IgG-HRP (Alpha Diagnostics, San Antonio, Tx).
Para el control de cargado y transferencia de proteinas se utilizo un anticuerpo de actina
(1:5000) y un anticuerpo secundario burro anti-cabra IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology).

Las bandas obtenidas se escanearon y se analizaron por densitometria.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se analizaron por ANOVA utilizando la correccion de
Bonferroni para maltiples comparaciones. Los datos se presentan como el promedio * el

error estandar. La significancia estadistica se definié como p<0.05.
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5. Resultados

5.1 PARAMETROS FISIOLOGICOS

A las 24 h de reperfusion después de inducir la isquemia se determiné la filtracion

glomerular, durante la cual se monitoreo6 la tension arterial media y el fluyjo sanguineo renal.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos.
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FIGURA 6. FLUIO SANGUINEO RENAL (FSR). TASA DE
FILTRACION GLOMERULAR (TFG) Y TENSION ARTERIAL

MEDIA (TAM). * p<0.05Vvs. S, T p<0.05vs. I/R

En la Figura 6A se puede observar que el
grupo sometido a I/R presenté una caida
del flyjo sanguineo renal, manifestacion
caracteristica de este sindrome. La
espironolactona evité la  hipoperfusion
mmediatamente después de la 1squemia y
alas 3 hyalas 6 h. No asi cuando se
administro 9 h  después de haber
producido el dano. Un patréon similar se
observo en la filtracion glomerular (Figura
6B), pues el grupo con I/R presentd
hipofiltracion, es decir una caida
significativa  en la tasa de filtrado
glomerular, en cambio el bloqueo de los
receptores a mineralocorticoides 1mpidio
la presencia de disfuncion renal, aunque la
administraciéon de espironolactona a las 9
h no tuvo efecto sobre este parametro.
Finalmente, es importante mencionar que
el efecto renoprotector de espironolactona
no se asocid con cambios en la tension
arterial media (TAM), ya que todos los
grupos presentaron valores similares

(Figura 6C).
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. . . . . 230
Debido a que uno de los efectos secundarios de espironolactona es la hipercalemia®™",

nos dimos a la tarea de determinar los niveles de potasio sérico en todos los grupos
estudiados (Figura 7A). Como se puede observar no hubo diferencias significativas entre el
grupo control y los grupos a los que se les administré espironolactona. Por lo que el bloqueo
de los receptores a mineralocorticoides en este estudio no se asocié con niveles elevados de
potasio sérico, es decir los niveles de potasio no se modificaron por el tratamiento de
espironolactona.

Los niveles de aldosterona en suero aumentaron de manera significativa en los grupos
sometidos a I/R con y sin tratamiento con espironolactona (Figura 7B). Este es un efecto que
se esperaba, como previamente hemos reportado, dado que la hipoperfusion es uno de los

mecanismos mas potentes por los que se activa el sistema renina angiotensina

aldosterona**>?%’.
A Potasio Sérico (meq/1) B Niveles de aldosterona (pg/mL)
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FIGURA 7. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE POTASIO SERICO Y ALDOSTERONA EN PLASMA.
*p<0.05Vs.S.
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5.2 ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Los estudios histologicos se llevaron a cabo por medio de microscopia de luz, en cortes
de rnon tenidos con tincion de PAS. Como se puede apreciar en la Figura 8A y B, los
animales que fueron sometidos a I/R presentaron dano tubular severo caracterizado por
dilatacién tubular, pérdida del borde en cepillo, desprendimiento celular de la membrana
basal glomerular y formacion de clindros. El bloqueo de los receptores de
mineralocorticoides con espironolactona previno estas lesiones en los grupos Sp0, Sp3 y Sp6,
pero la administracion de espironolactona 9 h después de la isquemia no confirio
renoproteccion alguna (Figura 81, J). Se cuantificé el nimero de cilindros por campo, y se
observo que el grupo con I/R presento un 34.3% + 11.2% tibulos con cilindros. De manera
mteresante, la administracion de espironolactona evité la formacion de cilindros de forma
tiempo-dependiente, obteniéndose 2.49% + 1.3%, 14.6% + 8.3%, 11.4% + 3.7% y 10.4% +
6.09% tabulos con formacion de cilindros en los grupos tratados con espironolactona, 0, 3, 6 y
9 h después de la 1squemia, respectivamente (Figura 8K). La proteinuria es una medida del
dano tubular producido por I/R, en este caso se observdo que ésta aumentd de manera
significativa en los animales con I/R sin tratamiento, como era de esperarse, la administracion
de espironolactona a las 0 h y 3 h evito este aumento™?”. En el caso de los grupos que
recibieron la espironolactona 6 h y 9 h después, se observo una reduccion de los niveles de
proteinuria, pero la diferencia no fue significativa cuando se compar6 con el grupo de I/R
(Figura 8L). También se determinaron los niveles de RNAm de Kim-1, como marcador de
dano tubular. Como se puede observar en la Figura 8M, el grupo con el dano por I/R
presentod un aumento de aproximadamente 150 veces en los niveles de RNAm de Kim-1. La
administracion de espironolactona por su parte previno el aumento de Kim-1 cuando se
administro inmediatamente después de la isquemia y 3 h después, en cambio la reduccion
fue menor a las 6 h, mientras que después de 9 h los niveles de RNAm de Kim-1 fueron
similares al grupo con I/R sin tratamiento. Estos hallazgos son consistentes a lo que se
observo histologicamente y con los niveles de proteinuria.

En estudios recientes en nuestro laboratorio se ha demostrado que la proteina Hsp72 es
un biomarcador temprano de la lesion renal aguda inducida por isquemia renal®®. De
acuerdo a esto, determinamos la excrecion urinaria de la proteina Hsp72 en los grupos

estudiados. Como se puede observar en la Figura 8N, el grupo con I/R sin tratamiento
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presentd niveles significativamente elevados de la proteina Hsp72, este aumento fue
prevenido con la administracién de espironolactona inmediatamente después del insulto y de
manera parcial a las 3 h y a las 6 h. El tratamiento con espironolactona a las 9 h no evit6 el
aumento de Hsp72. Estos resultados sugieren que Hsp72 es un biomarcador sensible para
estratificar los diferentes grados de renoproteccién conferidos en los diferentes intervalos de

tiempo a los que se administré la espironolactona.
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FIGURA 8. DETERMINACION DEL DANO TUBULAR. A, B) MICROFOTOGRAFIAS DE UN CORTE DE RINON DE RATA REPERESENTATIVO
CON I/R SIN TRATAMIENTO (AMPLIFICACION 400X Y 100X RESPECTIVAMENTE). C, D) IMAGENES REPRESENTATIVAS DE SECCIONES
DE LA CORTEZA Y MEDULA DE UNA RATA TRATADA CON ESPIRONOLACTONA INMEDIATAMENTE DESPUES DE HABERLE PRODUCIDO EL
DARO (AMPLIFICACION 400X Y 100X RESPECTIVAMENTE). E, F) IMAGENES REPRESENTATIVAS DE SECCIONES DE LA CORTEZA Y
MEDULA SE UNA RATA TRATADA CON ESPIRONOLACTONA 3H DESPUES DE HABERLE PRODUCIDO EL DANO (AMPLIFICACION 400X Y
100X RESPECTIVAMENTE). G, H) IMAGENES REPRESENTATIVAS DE SECCIONES DE LA CORTEZA Y MEDULA SE UNA RATA TRATADA
CON ESPIRONOLACTONA 6H DESPUES DE HABERLE PRODUCIDO EL DANO (AMPLIFICACION 400X Y 100X RESPECTIVAMENTE). |, J)
IMAGENES REPRESENTATIVAS DE SECCIONES DE LA CORTEZA Y MEDULA SE UNA RATA TRATADA CON ESPIRONOLACTONA 9H DESPUES
DE HABERLE PRODUCIDO EL DANO (AMPLIFICACION 400X Y 100X RESPECTIVAMENTE). K) PORCENTAJE DE FORMACION DE
CILINDROS. L) NIVELES DE PROTEINURIA. M) NIVELES DE RNAM DE KimM-1. N) NIVELES DE EXCRECION URINARIA DE LA PROTEINA
HsP72.* p<0.05Vs. S, T p <0.05 vs. I/R, ® p <0.05 vs. SPO, W p <0.05 vs. SP3.
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5.3 ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Se ha reportado que la reperfusion estd asociada con un aumento en la produccion de

2BL232 561 1o que, se determiné la cantidad de peréxido de hidrégeno en la

radicales libres
orina de 24 h, la cual es una medida de la generacion de estrés oxidante. Asimismo, se
determiné la Lipoperoxidacion renal, por medio de la cuantificacion de los niveles de
malondialdehido (MDA) en homogenados de rinon total. En la Figura 9A se presentan los
valores de MDA en los grupos de ratas estudiados. Como era de esperarse, el grupo con I/R
presenté un aumento significativo en los niveles de MDA, efecto que se evitd con la
administracién de espironolactona inmediatamente y 3 h después de la isquemia y en menor
medida a las 6 h, sin embargo, la administracion después de 9 h no evito el estrés oxidante.
Un patrén muy similar se observd con la excrecion urinaria de peroxido de hidrégeno
(Figura 9B), dado que el grupo con I/R presentdo niveles mayores estadisticamente
significativos y la administraciéon de espironolactona fue capaz de prevenir el aumento de este
marcador de estrés oxidante Aunque el tratamiento a las 9 h no tuvo la efectividad que
cuando la espironolactona se administro entre las primeras seis horas después de la
Isquemia, ya que los animales presentaron niveles tanto de peréxido de hidrogeno como de

MDA similares a los observados en los animales sin tratamiento.

A Niveles de Malondialdehido renal B Excrecion de Peréxido de
(nM/mg proteina) Hidrégeno urinario (nM/24 h)
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FIGURA 9. DETERMINACION DEL ESTRES OXIDANTE. LIPOPEROXIDACION RENAL MEDIANTE MDA Y MEDICION DEL PEROXIDO DE

HIDROGENO EN ORINA. * p<0.05vs.S, T p<0.05vs. I/R
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5.4 ESTUDIOS MOLECULARES

Se ha sugerido recientemente la participacion de la ciasa Rho en la produccion de

233,234 )
, por lo tanto nos dimos a la tarea

vasoconstriccion y del dano renal inducido por I/R
de estudiar la expresion de la cinasa Rho. En nuestros resultados observamos una tendencia
de mcremento en la expresion de la cinasa Rho debida al dano por I/R, este efecto se
previno con el tratamiento de espironolactona. En general, los animales sometidos a I/R
presentaron niveles elevados aunque no de manera significativa, tanto de RNAm como de
proteina de la cinasa Rho (Figura 10), en cambio el tratamiento con espironolactona
disminuy6 parcialmente la expresion de la cinasa Rho, efecto que se observo mas claramente
en los grupos a los que se les administré la espironolactona a las O h y 3 h después de la
Isquemia, ya que en los grupos tratados a las 6 h y 9 h, la espironolactona no fue capaz de
evitar el aumento en la expresion de esta cinasa. Estas observaciones sugieren que uno de los

mecanismos mnvolucrados en la produccion del dano mmplica la activacion de la cinasa Rho,

accion que pudiera ejercer la aldosterona a través de sus receptores.
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FIGURA 10. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE RNAM Y DE PROTEINA DE LA CINASA RHO.
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También se determinaron los niveles de RNAm de preproendotelina, precursor de
endotelina-1 y de sus receptores, pues se sabe que la sintesis de endotelina es estimulada por
la hipoxia, la isquemia o la lesion endotelial principalmente®**2. Como se detalla en la
figura 11A, el grupo con I/R presenté un aumento significativo de los niveles de RNAm de
preproendotelina, en cambio, la administracion de espironolactona evité dicho aumento en
los grupos tratados, sin embargo este efecto no se observdé en el grupo que recibié
espironolactona 9 h después. Este hallazgo también se confirmé con el contenido de
endotelina-1 en el tejido renal, como se presenta en la Figura 11B, el grupo al que se le
imdujo I/R presento niveles elevados de endotelina-1 aunque no de manera significativa, este
efecto no se observo en las ratas tratadas con espironolactona, ya que presentaron niveles
menores de endotelina comparados con los del grupo I/R. Cabe mencionar que la diferencia
no alcanzé significancia cuando se evaluaron los datos por ANOVA y comparaciones
multiples.

También se analizaron los niveles de RNAm del receptor ET,, ya que es el receptor
mvolucrado en la produccion de vascoconstriccion. Como se puede observar en la Figura
11C, el grupo al que se indujo I/R presentd miveles significativamente elevados de RNAm del
receptor ETa. Interesantemente este aumento se evitd con la administracion de
espironolactona en todos los grupos que recibieron espironolactona. Se evalu6é también la
expresion proteica de los receptores ETay ETg (Figuras 11D y E respectivamente). Como se
puede apreciar, el grupo con I/R presenté un aumento no significativo en la expresion de
ET,, v el tratamiento con espironolactona en los grupos de Sp0, Sp3, Sp6 v Sp9 redujo este
aumento de manera parcial. En contraste, la expresion de ETg presentd una disminucion,
aunque no significativa en el grupo de I/R (Figura 11E). El tratamiento con espironolactona
aumento los niveles de este receptor en el grupo de Sp0 y Sp6, no asi con el grupo de 9 h, en

el que se observan niveles de expresion similares a los del grupo de I/R.
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FIGURA 11. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE RNAM DE A) ANGIOTENSINOGENO, B) NIVELES DE ENDOTELINA EN TEJIDO RENAL,
C) NIVELES DE RNAM DEL RECEPTOR AT1 DE ANGIOTENSINA |l Y D) DE LA PROTEINA DEL RECEPTOR ETA Y E) DEL RECEPTOR ETB.
*p<0.05vsS, tpP<0.05vs. I/R.
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Se evalué la participacién de Angiotensina 11, a través de la determinacion de los niveles
de RNAm de angiotensinégeno y de sus receptores AT; vy AT,. Como podemos observar en
la Figura 12A no hubo diferencias significativas en los niveles de RNAm de angiotensinogeno
en ninguno de los grupos. Con respecto a los niveles de RNAm del receptor AT4,
observamos que el grupo con I/R presenté un aumento significativo con respecto al grupo
control. De forma interesante, los niveles de RNAm del receptor AT; en los animales que
recibieron tratamiento con espironolactona después de la 1isquemia fueron similares al grupo
control (Figura 12B). Los niveles de proteina del receptor AT; correspondieron con los
niveles de RNAm, pues el dano por I/R produjo un aumento en la proteina del receptor, el
cual se previno con la administracion del antagonista de los receptores a mineralocorticoides

en todos los grupos tratados (Figura 12C).
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6. Discusion

En el presente estudio demostramos que el bloqueo de las acciones de aldosterona por

medio de espironolactona después de haber inducido el insulto, protegié al rinén del dano

por I/R.

En un estudio anterior realizado en nuestro laboratorio observamos que la administracion
de espironolactona de manera profilictica protegié al rifion del daio por I/R?”. Sin
embargo, en la practica clinica, la realidad es muy diferente, ya que no es posible prever el
dano renal agudo, pues éste se presenta de manera inesperada. En el presente estudio
observamos que el bloqueo de las acciones de aldosterona con espironolactona si protege al
rinon después de haber inducido el insulto y la renoproteccion conferida se reflejo en la
mejoria de la disfuncion renal y en la disminucion del dano tubular, manifestaciones
caracteristicas del dano inducido por I/R. Durante el daino renal inducido por I/R se presenta
una caida importante del flujo sanguineo renal posterior a la isquemia, el cual da como

145,207
. Nuestros

resultado que se produzca una reduccion de la filtracion glomerular
resultados muestran en efecto, que los animales a los cuales se les produjo el dano por I/R,
presentaron hipoperfusion e hipofiltracion. De forma interesante, la administracion de
espironolactona evito la caida del fluyjo sanguineo renal y de la filtracion glomerular. Este
efecto renoprotector fue tiempo dependiente, pues el tratamiento con espironolactona
mmediatamente después y a las 3 h de haber producido el insulto, fue mas efectivo para
evitar por completo el dano funcional por I/R, en cambio a las 6 h y 9 h el efecto
renoprotector de espironolactona fue parcial. Estos hallazgos y los previamente reportados
por nuestro laboratorio en este modelo de dano renal muestran que la aldosterona puede
tener un papel importante en este modelo de dano renal agudo y que estas acciones son

: ) : .. 145207
mediadas a través de los receptores a mineralocorticoides .

El bloqueo de las acciones de aldosterona puede producir hipercalemia, debido a que
mpide la excrecion de potasio, accion clisica de esta hormona, lo cual ocasiona una
acumulacion de potasio en el torrente sanguineo. Este efecto indeseable, siempre ha
preocupado a los clinicos, pero cuando determinamos el potasio en el suero de los animales
estudiados, no encontramos diferencia entre los grupos de estudio. De hecho, diversos

estudios han revelado que los sujetos que han recibido tratamiento con espironolactona y
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han sido cuidadosamente monitoreados presentan una incidencia de hipercalemia baja .

Estos estudios sugieren que la hipercalemia asociada al uso de espironolactona puede ser un

evento no tan frecuente como se piensa.

Como era de esperarse la isquemia y por lo tanto la hipoperfusién que es el estimulo mas
importante para aumentar la liberacion de aldosterona, indujo un aumento significativo en
los niveles séricos de aldosterona, lo que indica la activacién del sistema renina angiotensina

aldosterona en estos animales y por lo tanto concentraciones no fisiologicas de aldosterona.

El daino tubular producido por I/R se caracteriza por la formaciéon de cilindros, pérdida
del borde en cepillo, pérdida de la polaridad, descamacion celular, apoptosis y necrosis de
las células tubulares del segmento S3 del tibulo proximal. Para evaluar el dano por I/R, se
determiné el porcentaje de cilindros como medida del dano tubular ocasionado. En este
caso, observamos que el grupo de I/R presenté un incremento significativo en la formaciéon
de cilindros en la luz tubular, situacién que no se observo en las ratas controles. En cambio,
la administracion de espironolactona evito este aumento en todos los grupos que recibieron
el tratamiento. Se determinaron los niveles de proteinuria, como un marcador de dano

145,207 .
, €l grupo con I/R sin

tubular y de acuerdo con nuestras observaciones previas
tratamiento presenté niveles elevados de este parametro, los cuales disminuyeron con la
administracion de espironolactona de manera significativa cuando se administré a las O h 'y 3
h después de la isquemia, siendo este efecto menor cuando se administré a las 6 h y 9 h.
También se utilizaron marcadores de dano tubular mas especificos como lo son los niveles
de RNAm de Kim-1 y la excrecion urmaria de Hsp72. Los niveles de RNAm de Kim-1
fueron significativamente aumentados en el grupo con I/R como era de esperarse, pues en
estudios anteriores se ha demostrado que esta molécula que no se expresa en condiciones
normales, aumenta después de que se ha producido daio del epitelio tubular. De acuerdo a
los hallazgos histopatoldgicos, la administracion de espironolactona revirtio este efecto
cuando se administré inmediatamente y a las 3 h de haber producido el msulto, de manera
parcial a las 6 h y no se observo su efecto a las 9 h. En cuanto a Hsp72, decidimos evaluar su
concentracion urinaria debido a que un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio
revel6 que esta proteina es un biomarcador sensible y temprano para detectar el dano por

I/R, ademas de tener la capacidad de estratificar el dafio resultante®?®. En el presente estudio,

Hsp72 no fue la excepcion, ya que encontramos que los niveles de esta proteina en la orina
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de los animales por I/R se encontraban significativamente elevados y que la renoproteccion
conferida por espironolactona se reflejé en la disminucion de Hsp72. De forma interesante,
la concentraciéon de Hsp72 en la orina y de acuerdo con nuestros hallazgos histopatologicos,
reflej6 el grado de proteccién conferido por los diferentes intervalos en la administracion de

la espironolactona.

Al analizar el estrés oxidante por medio de los niveles de malondialdehido en tejido renal
y el peroxido urinario, encontramos que estos coinciden con los niveles de dano tubular
observado, de tal manera que hay una asociacion entre el dano y el estrés oxidante. Asi, el
grupo con I/R presento los niveles mas altos, mientras que el tratamiento con
espironolactona evité el aumento de este marcador de estrés oxidante. En apoyo a esto, en el
estudio de Leopold v et al™*® demostraron que la infusion de aldosterona a través de bombas
miniosmoticas produce un aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno y un
desequilibrio en el estado redox. Este desequilibrio se debe a una disminucion de los niveles
de NADP+ reducido (NADPH) y de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzima
limitante en la via de las pentosas, a través de la cual semantiene al glutation reducido,
importante antioxidante. En otro estudio realizado en ratas sensibles a sal a las que se les
administro dieta alta en sal, se observé un aumento en el estrés oxidante, el cual produjo la
activacion de los receptores mineralocorticoides, esta activacion exacerbé el dano renal y la
hipertension como se demostro en otro estudio realizado en ratas Spague-Dawley con dieta
alta en sal también®®"?*. Estos estudios sugleren que aldosterona es capaz de incrementar la
produccién de las especies reactivas de oxigeno, a través de la activacion de los receptores
mineralocorticoides, y el bloqueo de los receptores evita el aumento del estrés oxidante

como se encontré en el presente estudio.

También observamos un aumento aunque no significativo en los niveles de expresion de
la cinasa Rho en el grupo al que se le indujo el dano por I/R. Este efecto que fue revertido
con la administracion de espironolactona. Se ha descrito que la cinasa Rho es capaz de
mducir vasconconstriccion a través de al menos dos mecanismos: el primero es por medio
de la fosforilacion directa de la cadena ligera de miosina y el segundo es debido a que esta
cinasa aumenta la fosforilaciéon de treonina 495 de eNOS, la cual es una fosforilacion
mactivante para esta enzima lo que lleva a una reduccion en la sintesis de NO vy el

consecuente aumento de la resistencia vascular. De acuerdo con esto, se mnformo
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previamente que la inhibicion de la cinasa Rho con fasudil en ratas con mfusion crénica de
aldosterona disminuy6 el dao renal en estos animales™*!. Adicionalmente, en un estudio
realizado por Ming et al**° en células endoteliales aisladas de cordén umbilical humano se
demostré que la cinasa Rho disminuye la expresion de la eNOS a través de la disminucion
de la fosforilacion de Serl1177 (fosforilacion activante), via la inhibicion de la proteina cinasa
B/Akt. Estos hallazgos nos sugieren que parte de las acciones deletéreas de aldosterona
podrian estar mediadas por la cinasa Rho, sin embargo no se conoce el mecanismo a través

del cual la aldosterona la activa.

Recientemente se ha demostrado de manera categérica que la aldosterona regula la
produccion de endotelina-1 de manera transcripcional a través de su uniéon en el promotor
del gen de endotelina-1%*. Los resultados del presente estudio confirman la participacion de
aldosterona en la regulaciéon de endotelina-1 y por consiguiente en la generacion de
vasoconstriccion a través de este péptido, ya que el bloqueo de los receptores
mineralocorticoides con espironolactona no solo evitdo el aumento de la expresion de
endotelina, sino también evité la caida del fluyjo sanguineo renal. Este efecto, también
repercutio en la expresion de sus receptores, ya que los niveles del receptor ETA asociado
con la generacion de vasoconstriccion aumentaron en los animales no tratados, mientras que
disminuyeron los niveles del receptor ETB relacionado con la produccion de vasodilatacion.
De forma interesante, el tratamiento con espironolactona revirtio estos efectos, aunque los

cambios no fueron significativos.

Finalmente, analizamos los receptores de anglotensina II, un octapéptido vasoconstrictor
muy potente. Encontramos una elevacion de los niveles de RNAm y de proteina en los
receptores AT; implicados en la vasoconstriccion, éste aumento en la expresion de ATy, no
se observo en los animales que recibieron espironolactona. Lo anterior sugiere que la
aldosterona esta ejerciendo acciones de vasoconstriccion también a través de los receptores
de angiotensina II. En apoyo a esto, en un estudio realizado en arteriolas mesentéricas
aisladas de ratones knockout para los receptores ATy, se demostro que la aldosterona
produce vasoconstriccion independiente del endotelio y que al parecer este efecto esta

: Y - . . 240
mediado por la activacion de los receptores A'T'; de angiotensina 1177,

Por lo tanto, nuestro estudio sugiere que aldosterona podria estar causando

vasoconstriccion a través de la activacion de moléculas que median vasoconstriccion como
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son la cinasa Rho, endotelina y angiotensina, lo cual se reflej6 en disfuncién renal e
hipoperfusion y todos estos efectos fueron mediados por los receptores mineralocorticoides,
dado que su bloqueo con espironolactona previno los cambios observados en estos factores

vasoconstrictores.

Con todos los hallazgos previamente descritos sobre la disminucion de la enzima
158 : S

> y con los resu s obteni est ajo, disenamos un esquema que s

GO6PDH™" y con los resultados obtenidos en este trabajo, disenamos un esquems s¢

presenta a continuacion, en el que proponemos algunos de los mecanismos que pudieran

estar participando en el dano renal inducido por un fenémeno de I/R.

En resumen el aumento de aldosterona ocasiona un aumento en la expresion de
endotelina-1 y de angiotensina II, las cuales al actuar a través de sus receptores ETA y AT,
respectivamente, producen vasoconstriccion. Por otro lado la aldosterona es capaz de
aumentar la produccion de radicales libres que a su vez también producen vasoconstriccion,
dicha produccion de radicales libres la atribuimos a una posible disminucion en la expresion
de la enzima G6PDH vy por consiguiente niveles reducidos de NADPH, esto de acuerdo a
los estudios realizados por Leopold e a/**®. Asimismo, la aldosterona aumenta la expresion
de la cinasa Rho, lo cual ocasiona un incremento en la produccién de vasoconstriccion, lo

que creemos lleva a cabo a través de las cadenas ligeras de miosina.
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RECEPTOR A DE ENDOTELINA-1; AT1, RECEPTOR DE ANGIOTENSINA I TIPO |.
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7. Conclusiones

# La aldosterona juega un papel central en la fisiopatologia del dano renal inducido por

I/R, ya que:

» FKl bloqueo de sus receptores en forma inmediata, y hasta por 6 horas

posteriores previno la lesion renal aguda.

= el estrés oxidante y la vasoconstriccion son parte esencial del mecanismo del

dano renal inducido por Aldosterona

» La cmasa Rho, la endotelina-1 y angiotensina II, son importantes factores

mediadores de la vasoconstriccion mediada por aldosterona.

» Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el bloqueo de los receptores a
mineralocorticoides es una estrategia util para prevenir la lesion renal aguda, no sélo
cuando se administra antes de inducir el dano renal, sino también después de que

éste ha ocurrido.
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