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RESUMEN

La inflamacion y la fibrosis son caracteristicas fundamentales de las enfermedades
renales. Nuestro objetivo fue evaluar las ventajas de diferentes tratamientos farmacoldgicos y
su relacidon con la activacion de NF- kB y AP-1. Las ratas sometidas a 5/6 de nefrectomia
fueron utilizadas como controles o tratadas con losartan, cerivastatina, losartan mas
cerivastatina, carvedilol, o el antagonista no selectivo de los receptores ETA/ETg , Ro 48-
5695, desde el dia 7 hasta el dia 42 de la nefrectomia. En contraste con el grupo Sham, a los 7
dias las ratas nefrectomizadas no mostraron lesiones renales pero si albuminuria y aumento de
la presion arterial sistolica (PAS). Por otra parte, no se detectaron cambios en la expresion
génica de TGF-P pero si reduccion de BMP7 y de KCP. Estos resultados contrastaron con los
niveles de transcrito de diferentes colagenos, fibronectina 1, laminina B1 y MCP-1, que
experimentaron un claro incremento, lo que sugiere que la reduccion de los niveles de BMP7

y KCP podria jugar un papel importante en la génesis de la enfermedad renal crénica (ERC).

A las 6 semanas, las ratas nefrectomizadas sin tratamiento mostraron albuminuria,
incremento de la PAS y lesiones renales. Los extractos nucleares aislados de la corteza renal
de las ratas sometidas a ablacidon renal, presentaron niveles aumentados de la subunidad
NF-kB p65 y de c-Fos, miembro principal de la familia AP-1. También, se observd aumento
de expresion génica de TGF- B1, varios tipos de colageno, fibronectina 1, pre-proendotelina-1
y MCP-1. Cuando las ratas recibieron la terapia combinada de losartdn y cerivastatina, la
expresion de los mediadores moleculares de la fibrosis renal, asi como las actividades de
AP-1 y NF- B, fueron muy parecidas a las del grupo Sham; sin embargo, la eficacia del resto
de tratamientos fue claramente mas limitada. Tanto la actividad de NF-xkB como de AP-1
mostraron asociacion con las tasas de dafio renal y con la expresion del RNAm de
fibronectina 1, pre-proendotelina-1 y MCP-1. Sin embargo, la falta de correlacion entre las
actividades de AP-1 y NF-kxB sugiriere que ambos factores de transcripcion podrian contribuir
independientemente al desarrollo de la fibrosis renal en el modelo de 5/6 de nefrectomia, y
que la combinacion farmacolégica de un ARAII y una estatina podria ofrecer mayor
renoproteccion por su capacidad para normalizar las actividades de NF-xB y AP-1

simultaneamente.



SUMMARY

Inflammation and fibrosis are the main characteristics of renal diseases. Our aim was to
evaluate the advantages of different pharmacological approaches and their relation with the
activation of NF-xB and AP-1. Subtotally nephrectomized (Nx) rats were used as controls or
were treated with losartan, cerivastatin, losartan plus cerivastatin, carvedilol, or the ETA/ETg
receptor antagonist Ro 48-5695 from day 7 to day 42 after nephrectomy. In contrast to the
Sham group, at seven days Nx rats showed no kidney damage, but albuminuria and increases
in systolic blood pressure (SBP) were observed. BMP7 and KCP genes were downregulated,
whereas no change in the expression of TGF- was detected. Furthermore, transcript levels of
several collagen molecules, fibronectin 1, laminin B1 and MCP-1 were increased suggesting
that downregulation of BMP7 and KCP could be playing an important role in the genesis of
chronic kidney disease (CKD).

At 6 weeks, untreated Nx rats displayed albuminuria, increases in SBP and renal
lesions. Nuclear extracts from renal cortex of Nx rats given vehicle exhibited increased levels
of NF-kB p65 subunit and c-Fos, a main AP-1 family member. Transcript levels of TGF-f1,
several collagen molecules, fibronectin 1, pre-proendothelin-1 and MCP-1 were also raised.
When rats received adjunctive therapy with losartan plus cerivastatin, expression of the
molecular mediators of renal fibrosis and the activity of AP-1 and NF-kB closely resembled
that of the sham group, whereas the effectiveness of other treatments was much more limited.
Activity of both NF-kB and AP-1 was associated with renal injury scores and with mRNA
expression of fibronectin 1, pre-proendothelin-1 and MCP-1. However, values of NF-«B
activity were not correlated with those of AP-1, suggesting that both nuclear factors could
contribute independently to the renal disease progression and that combination therapy with
an angiotensin Il receptor antagonist and a statin could confer advantages on kidney

protection through simultaneous normalization of NF-xB and AP-1 activity.



INDICE



Indice

INDICE
ABREVIATUR AS . . e 2
INTRODUCCION. ...ttt 8
1. Panordmica general........ ..ot 8
2. Mecanismos moleculares de la enfermedad renal................................. 9
20 TGF-BYyBMPT. . 10
22 MOP-T . 16
0 T e 17

3. Sistema Renina-Angiotensina y la regulacion transcripcional en la ERC....... 18

4. NF-xB y AP-1: Factores de transcripcion implicados en la ERC............... 19

5. Modelo de 5/6 de nefrectomia: caracteristicas moleculares........................ 25

6. Estrategias renopProteCtOTaS. ... ..vutentitt et ettt ettt eeeiaeaeenaans 25

6.1 Bloqueadores de los canales de calcio..............oooeviiiiiiiinin. 27

6.2 Bloqueo del SRA.... ..o 27

6.3 Betabloqueantes. ..........oouiiiiiiii 29

0.4 EStatinas. .....o.uiiitiiii i e 30

6.5 Inhibidores de NF-kB...... ..o, 32

6.6 Antagonistas de los receptoresde la ET............................. 34

6.7 Tratamiento combinado. .............coeiiiiiiiiiiiiiii e, 35

OBIE TV O e e 40
MATERIALES Y METODOS. .....cceiiiiiiiiiiiiieeeae et 44

1. Modelo experimental y seguimiento de la enfermedad............................ 44



indice

2. Aislamiento de RNA y determinacion de la expresion génica................... 47
3. Analisis BIOQUIMICO. .. ...iuuiti it 53
4. Andlisis HistolOZICO. .....ouuine i 53
5. Preparacion de los extractos nucleares..............ooevieiieiiiiiiiiiiiiiiiiin, 54
6. Ensayo de union de factores de transcripCion.............ooeevvviuiiiiiinnenne. 54
7. Andlisis InmunohiStoquimMICO. ........ooviiiiiiii i, 58
8. Andlisis EstadistiCo........o.oiiiiii i 58
RESULT ADOS . . .ot e 62
1. NEFRECTOMIA: 7.dias..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeee e 63
1.1 Pardmetros SIStEMICOS. ... .vuuinteitiii i 63

1.2 Anélisis Histologico y Morfoldgico..........cooovvieiiiiiiiinnn... 64

1.3 EXPresion eniCa. ......oouuuuivntiniiiit ettt ateiteaeeeeaeeneenans 64

2. NEFRECTOMIA: 42 dfas........ccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiicccieee 68
2.1 Parametros SiStEMICOS. .. .vuvuuuueneiteeneee e eeeene 68

2.2 Anélisis Histologico y Morfoldgico.........cccovviiiiiiiiion... 70

2.3 EXPresion ENICa. .. ...uuuenuiinient e e 71

2.4 Actividad de NF-kBy AP-1......coooiiiiiiie, 73

3. EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS A LOS

B2 DI o, 79
3.1 Pardmetros SISTEIMIICOS . . . v v vttt 79
3.2 Analisis Histologico y Morfoldgico.........ccovvviiiniiiniinnann... 83

3.3 Efectos de los farmacos en la regulacion de la expresion génica.. 85



Indice

3.3.1 Actividad de NF-xBy AP-1................oooei. 85
3.3.2 EXpresion @énica.........c.oeveuveniieniinnenniennannn 87

3.3.3 Efectos de un antagonista no selectivo de ET, y

ETg en la regulacion de la expresion génica...... 99

3.4 NF-kB y AP-1 en el perfil de expresion génica de los animales

con ablacion 1enal.........ooueeeee e, 99
DISCUSION . . .. 110
1. Laablacion renal. 7y 42 dias.......c.oveiiniiiiiiiiiiie e 110

2. Efectos de los tratamientos farmacologicos a los 42 dias de la ablacion renal.. 114
CONCLUSIONES . L e 126

BIBLIOGRAFI A ..o 130



ABREVIATURAS
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anti-Thy-1
AP-1
APS
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BMPs
CREB
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Ccv
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DHMEQ
DM
DTI
ECA
ECE
EDTA
ERC
ET-1
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FN-1
FPP
GAPDH
GGPP
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IECA
IKK

IL
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KCP

Abreviaturas

AMP ciclico

glomerulonefritis proliferativa por inyeccion de suero antitimocito
Proteina Activadora-1

Acido Peryodico de Schiff

Antagonista de los Receptores tipol de la angiotensina II
Receptores tipo 1 de la angiotensina I1
Bloqueador de Canales de Calcio

Proteinas Morfogénicas Oseas

Proteina de union al elemento de respuesta a AMPc
Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo
Coeficiente de variacion

Constrictor Vasoactivo Intestinal
Dihidroximetil-epoxiquinomicina

Diabetes Mellitus

Dafio tubulointersticial

Enzima Conversora de Angiotensina

Enzima Conversora de Endotelina

Acido etilendiamino-tetraacético

Enfermedad Renal Cronica

Endotelina-1

Enfermedad Vascular Renal

Filtrado Glomerular

Fibronectina 1

farnesil pirofosfato

Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
geranilgeranil pirofosfato

Indicador de dafno glomerular

Molécula de Adhesion Intercelular-1

Inhibidor del Enzima Conversor de Angiotensina
IkappaB quinasa

Interleucina

Insuficiencia Renal Cronica

Proteina andloga a Kielina/Cordina



Lam-fp1
LAP
LPS

MAPK/ERK

MCP-1
MDA

MMLV-RT

MOPS
NADPH
NAG
NF-kB
NO
NPH
PA
PAI-1
PAS
PGI,
RANTES

RhoK
RNAm
RNAt
ROS
SLGAII
Sp-1
SRA
TEM
TGF-p
TGF-p R
TIMPs
TME
TNF

Abreviaturas

Laminina-p1

Péptido Asociado a Latencia

Nefritis inducida por lipopolisacaridos
Proteina kinasa activada por mitdégenos-kinasa regulada por estimulos
extracelulares

Proteina quimiotactica de monocitos
Malonildialdehido

Transcriptasa Reversa del virus de la Leucemia Murina de Moloney
Acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico
Nicotinamida-Adenina-Dinucledtido-Fosfato
N-Acetilglucosaminidasa

Factor Nuclear kB

Oxido Nitrico

Nefritis Pasiva de Heymann

Presion Arterial
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Presion Arterial Sistolica

Prostaciclina

Quimiocina Regulada tras Activacion de células Normales,
Expresada y Secretada

Quinasa dependiente de Rho

RNA mensajero

RNA transferente

Especies Reactivas del Oxigeno

Sistema Local Generador de Angiotensina II
Factor de Transcripcion Ubicuo

Sistema Renina-Angiotensina

Transicion Epitelio-Mesénquima

Factor de crecimiento transformante-f§
Receptor de TGF-3

Inhibidores Tisulares de Metaloproteinasas
Transicion Mesénquima-Epitelio

Factor de Necrosis Tumoral



Abreviaturas

TRE Elemento de respuesta a ésteres de forbol

Tris Tris (hidroximetil)-aminometano

USAG-1 Gen Asociado a Sensibilizacion Uterina-1
VCAM-1 Molécula de Adhesion de Células Vasculares-1
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INTRODUCCION

1. Panoramica general.

La insuficiencia renal cronica (IRC) es una de las enfermedades con mas prevalencia
en occidente. S6lo en Espaiia la cifra de pacientes en dialisis supera los 30.000; un valor
similar de otros tantos ha sido sometido a trasplante renal. El envejecimiento de la poblacion
general, asi como el incremento de la incidencia de la diabetes mellitus (DM) y de la
enfermedad vascular renal (EVR), han influido en el aumento tan espectacular del nimero de
pacientes sometidos a dialisis en los ultimos veinte afios. Entre el 6.2 y el 7.8% de la
poblacion mundial presenta algin grado de enfermedad renal cronica (ERC). Los costes
anuales estimados para el tratamiento sustitutivo con dilisis son aproximadamente de unos
600 millones de euros, mientras que para el trasplante renal son de unos 150 millones.

El sindrome de hiperfiltracion glomerular o de la nefrona remanente es el mecanismo
patogénico comun del desarrollo final de la ERC terminal, independientemente de la etiologia
que tenga lugar. Su desarrollo comienza a partir de una pérdida de nefronas por parte del
rifdn, de manera que las nefronas remanentes se ven obligadas a compensar el trabajo de las
lesionadas. Seguidamente, tiene lugar un proceso de hipertrofia compensatoria con un
aumento de la presion en el capilar glomerular y de la fraccion de filtracion glomerular. Este
proceso se ve fielmente reproducido en el modelo experimental de 5/6 de nefrectomia
utilizado en este trabajo, y en el que profundizaremos mas adelante.

Existen dos conceptos bien definidos en la actualidad enfocados sobre todo a la
clinica, que deben quedar aclarados en este apartado: enfermedad renal cronica (ERC) e
insuficiencia renal cronica (IRC). Si bien el primero se viene definiendo como la existencia de
lesion renal o filtrado glomerular (FG) < 60 ml/min/1,73 m” durante un periodo > 3 meses, el
segundo se define como la existencia de lesion renal o filtrado glomerular (FG) < 60
ml/min/1,73 m? correspondientes a las fases 3, 4 y 5 de la ERC publicadas por la National
Kidney Foundation, en sus correspondientes guias clinicas (ver Tablal), actualmente en

revision.
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Tabla 1. Estratificacion de la enfermedad renal créonica NKF- K/DOQI

Fase Descripcién FG Actuacién
(ml/min/1,73m2)

1 Lesién renal con FG >90 Diagndstico y tratamiento
normal o aumentado Tratamiento de la comorbilidad
Ralentizar la progresion
Reducir el riesgo cardiovascular

2 Lesién renal con 60-89 Estimarla progresion
| FGleve
3 | FG moderada 30-59 Evaluar y tratar complicaciones
4 | FG severa 15-29 Preparacién para el tratamiento
sustitutivo
5 Insuficiencia o <15 Tratamiento sustitutivo
fallo renal (si uremia)
2. Mecanismos moleculares de la enfermedad renal.

Desde un punto de vista molecular, la ERC es una patologia compleja. En la evolucion
de la misma se van a cumplir de forma genérica, toda una serie de acontecimientos,
independientemente de que el proceso desencadenante pueda ser de origen diverso.
Brevemente, la expresion de moléculas de adhesion y de factores quimiotacticos y activadores
especificos de monocitos en el lugar de origen del dafio renal, conducira a la infiltracion de
monocitos y a su activacion a macréfagos. Las propias células renales (mesangiales,
endoteliales, intersticiales o tubulares) y los macrofagos residentes e infiltrados, actuaran de
forma concertada en la generacion de diversos factores de crecimiento, mediadores de
inflamacion y citocinas, provocando proliferacion celular y expansion de matriz. El resultado

final de estos procesos es la aparicion de glomerulosclerosis y fibrosis intersticial.

Aunque ain no se conocen con exactitud los mecanismos de progresion de la
enfermedad renal, ha quedado demostrada la participacion de ciertas moléculas mediadoras
como la endotelina-1 (ET-1), el Factor de Crecimiento Transformante-f1 (TGF-B1), la
proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) y el Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-

a). Este ultimo puede ser secretado en el rifion por las propias células renales y por los
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fagocitos infiltrados. Sus acciones proinflamatorias incluyen muerte celular, quimiotaxis y
modulacién de la secrecion de otros mediadores de inflamacion y componentes de matriz
extracelular (Ortiz, A. y col., 1995). La expresion de su RNAm se encuentra aumentada en los
glomérulos y la médula durante el estadio nefrético del dafio renal agudo provocado por
aminonucledsidos en ratas. En la obstruccion unilateral de uréter también se ha observado una
expresion elevada de TNF-a, concretamente en los tibulos de la porcion cortical del rifion
obstruido, pero no en los glomérulos. Sin embargo, la induccion de la sintesis de TNF-a no
parece constituir un mecanismo general de activacion de las vias que conducen al dafio renal.
Mediante andlisis de Northern no ha podido detectarse expresion de TNF-a en el modelo de
reduccion de masa renal, mientras que el TGF-B1 y el MCP-1 si parecen desempefiar un papel
preponderante en la resolucion de la enfermedad en este modelo experimental (Lee, L.K. y
col., 1995; Schiller, B. y Moran, J., 1997). Es por ello, que los esfuerzos de este trabajo se han
centrado en el andlisis de los mecanismos y mediadores moleculares que se exponen a

continuacion.

2.1 TGF-By BMP7.

La superfamilia del TGF-  engloba un gran grupo de polipéptidos extracelulares con
grandes similitudes estructurales, que participan en procesos de crecimiento, desarrollo,
diferenciacion y homeostasis a través de su interaccion con receptores de la membrana celular
(Massagug, J., 1990; Sporn, M.B. y Roberts, A.B., 1990). Dentro de esta superfamilia existen
cuatro subfamilias claramente definidas: 1) la del TGF-$, ii) la de las proteinas morfogénicas
Oseas (BMPs), iii) la de la proteina Nodal y sus derivados, y iv) la de las activinas. En este
trabajo nos centraremos en las dos primeras, y especificamente, en dos isoformas concretas:

TGF- Bl y BMP7.

De forma general, el TGF-B es una citocina con propiedades antiinflamatorias e
inmunoreguladoras que a niveles fisiologicos estd implicado en el correcto desarrollo y
funcionamiento de algunos 6rganos como el rifion, asi como en la reparacion tisular; sin

embargo, cuando tienen lugar procesos de fibrosis se sobreexpresa de manera significativa.

De las cinco isoformas conocidas pertenecientes a la subfamilia del TGF-B, las tres
primeras, TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3, estan presentes en mamiferos y presentan una alta

homologia entre si, mientras que el TGF-B4 se ha aislado en pollo y el TGF-B5 en Xenopus.

10
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Se ha observado que, in vitro, las tres primeras isoformas tienen funciones muy
parecidas; sin embargo, in vivo, la primera de ellas ha destacado sobre el resto por su mayor
implicacion en los procesos de fibrosis renal (Ketteler, M. y col., 1995; MacKay, K. y col.,

1990; Ando, T.y col., 1995; Wilson, H.M. y col., 2000).

El TGF-B lleva a cabo sus acciones a nivel renal al interactuar con sus
correspondientes receptores (TGF-f RI, TGF-f RII y TGF- RIII). Estos son proteinas
integrales con un Unico dominio transmembrana con actividad serina-treonina kinasa, que al
unirse a sus correspondientes ligandos desencadenan una cascada de sefializacion en la que la
participacion de proteinas Smad es fundamental. Estas proteinas actian como factores de
transcripcion que regulan la expresion de ciertos genes, principalmente de TGF-3, de manera
que en los procesos de fibrosis, algunas como Smad2 y Smad3 forman un complejo con
Smad4, que se transloca al nucleo e interactia con diferentes factores de transcripcion,
regulando la actividad del promotor de distintos genes profibréticos (Blobe, G.C. y col.,

2000).

El TGF-B1 regula la composicion y arquitectura de la matriz extracelular en glomérulo
e intersticio gracias a su habilidad para modificar la expresion de gran nimero de genes. Este
estimula la sintesis de proteinas de matriz (laminina, coldgenos y fibronectina) y bloquea la
degradacion de las mismas disminuyendo la expresion de proteasas y aumentando los niveles
de algunos de sus inhibidores, como por ejemplo, el Inhibidor de Activador de
Plasminogeno-1 (PAI-1) y los Inhibidores Tisulares de Metaloproteinasas (TIMPs) (Laiho, M.
y col., 1987; Tomooka, S. y col., 1992; Ziyadeh, F.N. y Sharma, K., 1995).

A nivel experimental numerosos trabajos han puesto de manifiesto la existencia de
aumento de expresion de TGF-B en varios modelos animales que recrean distintas patologias
renales: modelo de glomerulonefritis proliferativa por inyeccidon de suero antitimocito (anti-
Thy-1) en rata, glomerulonefritis de la membrana basal glomerular en conejos,
glomerulonefritis de Habu-venom y nefropatia asociada con obstruccion ureteral (Border,
W.A. y Noble, N.A., 1994; Bitzer, M. y col., 1998; Miyajima, A. y col., 2000; Ma, L.J. y col.,
2000; Kaneto, H. y col., 1993). En el caso concreto del modelo utilizado en este trabajo se ha
encontrado un incremento paulatino de expresion de TGF-B1 y de proteinas de matriz como
fibronectina y laminina en los rifiones de las ratas nefrectomizadas, inicialmente en el
endotelio 'y posteriormente también en células mesangiales, particularmente en las

regiones con mayor grado de esclerosis (Lee, L.K. y col., 1995). Asimismo, se ha demostrado
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sobreexpresion de TGF-B en estadios tempranos (14 dias), y de forma mdas clara una vez
establecida la proteinuria en los animales nefrectomizados (Abbate, M. y col., 2002a). Se han
realizado transfecciones in vivo del gen que codifica para TGF-B1 en rifiones de ratas
normales con el consiguiente aumento de la producciéon de TGF-B en glomérulo que se
acompafio de una glomeruloesclerosis “galopante” (Isaka, Y. y col.,, 1993). Diferentes
trabajos en cultivo de células tubulares expuestas a sobrecarga proteica han experimentado
aumento en la produccion de diferentes moléculas proinflamatorias como endotelina-1,
MCP-1, RANTES (Zoja, C. y col., 1995; Zoja, C. y col., 1998; Wang, Y. y col,, 1997) y
TGF-B (Yard, B.A. y col., 2001). Por otra parte, se ha observado en cultivos de podocitos
expuestos a albimina, caida de la expresion de sinaptopodina, una proteina de diferenciacion

celular presente en podocitos, y aumento de TGF-1 (Abbate, M. y col., 2002b).

Numerosos trabajos en distintos modelos experimentales tanto de diabetes tipo 1 como
tipo 2 han demostrado una clara sobreexpresion de esta citocina a nivel renal (Bollineni, J.S. y
Reddi, A.S., 1993; Erman, A. y col.,, 2004; Riser, B.L. y col., 2000; Gonzalez-Albarréan, O. y
col., 2003; Shinomiya, K. y col., 2002). En el proceso de fibrogénesis relacionado con la
nefropatia diabética se sabe que el TGF-B juega un papel fundamental. Igualmente, se ha
demostrado la estrecha y directa relacion existente entre la glucemia y la expresion de TGF-
en ensayos tanto in vitro (Ziyadeh, F.N. y col., 1998) como in vivo (Yang, C.W. y col., 1994;
Zhou, G. y col., 2004; Yamamoto, T. y col., 1993). Por otro lado, en pacientes diabéticos y
con nefropatia membranosa se han encontrado niveles aumentados de TGF-f en orina, asv
como correlacion de los mismos con los valores obtenidos de proteinuria (Rivarola, E-W. y

col., 1999; Honkanen, E. y col., 1997).

El bloqueo de TGF-B, y por tanto, su establecimiento como diana terapéutica, es algo
que se viene investigando desde hace algtin tiempo, y los resultados que se han obtenido son
bastante esperanzadores. La acumulacion de proteinas de matriz extracelular a nivel renal asi
como las manifestaciones histologicas de la patologia provocada en un modelo de
glomerulonefritis proliferativa por inyeccion de suero antitimocito en rata se han visto
atenuadas al hacer uso de anticuerpos especificos contra TGF-f§ (Border, W.A. y col., 1992).
Algo similar se ha observado en el modelo murino de diabetes db/db (Ziyadeh, F.N. y col.,
2000; Chen, S. y col., 2003). Sin embargo, la comunidad cientifica estd de acuerdo en que
este abordaje terapéutico todavia necesitara de mucho trabajo de investigacién para lograr

efectos beneficiosos sin comprometer las funciones bésicas de esta citocina.
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BMP?7 pertenece a la subfamilia de las Proteinas Morfogénicas Oseas (BMPs), cuyos
miembros estan implicados de forma muy importante en el desarrollo a nivel embrionario de
diferentes organos. Asi, BMP7 estd involucrada en el desarrollo de huesos, ojos y rifiones,
entre otros organos, y desde un punto de vista molecular se encuentra en la naturaleza en
forma dimérica. Cuando tiene lugar el nacimiento del individuo, los niveles de ésta BMP
disminuyen en la mayoria de los 6rganos y tejidos, sin embargo, en el rifién se mantienen,
sobre todo, en podocitos, tubulos distales y en los tubulos colectores (Wang, S.N. y col.,
2001; Wetzel, P. y col., 2006; De Petris, L. y col., 2007). Esta proteina ha suscitado un alto
interés por sus propiedades antifibréticas y su capacidad para neutralizar la fibrogénesis renal
(Hruska, K. A y col., 2000; Klahr, S. y col., 2002; Mitu, G. y Hirschberg, R., 2008). En
diferentes modelos animales que provocan dafio renal se ha comprobado que la expresion de
esta proteina decae considerablemente (Wang, S.N. y col., 2001; Wang, S. y col., 2003;
Morrissey, J. y col.,, 2002). Por ultimo, trabajos recientes sugieren que los efectos

antiapoptoticos de BMP7 podrian proteger frente a la podocituria (Mitu, G.M. y col., 2007).

Un concepto que cada dia va adquiriendo mayor importancia en el estudio de los
procesos de fibrosis, y en especial del rifién, es la llamada Transicion Epitelio-Mesénquima
(TEM) (Iwano M. y col., 2002). Este concepto, como su nombre indica, contempla la
transicion de células epiteliales a mesenquimatosas que se transforman en miofibroblastos
productores de matriz en condiciones patoldgicas (Yang, J. y Liu, Y., 2001). Existen
evidencias que demuestran que el eje TGF-/BMP7 juega un papel modulador fundamental
en este proceso (Lin, J. y col., 2005). En términos generales, la activacion de los receptores de
TGF-f en la célula epitelial induce la fosforilacion de Smad2 y Smad3, y su translocacion al
nucleo junto con Smad4. Una vez dentro, estas proteinas Smad operan concertadamente con
varios factores de transcripcion promoviendo la TEM. Por otra parte, la activacion de ciertos
receptores de BMP7 induce la fosforilacion de Smadl, Smad5 y SmadS8, que al formar sus
respectivos complejos con Smad4 se transloncan al ntcleo teniendo lugar el proceso inverso.
Asi, mientras TGF-B favorece la formacién de fibroblastos y por tanto la fibrosis, BMP7
tiende a preservar el fenotipo epitelial (figura 1). En todo este proceso participan una serie de
proteinas capaces de unirse a ligandos especificos que denominaremos en este documento
como Proteinas Trampa de Ligando (PTL). Estas pueden actuar como moduladores positivos
o negativos de cada uno de los componentes del binomio TGF-/BMP7, favoreciendo o
dificultando la unién de los mismos a sus correspondientes receptores (Lin, J. y col., 2005;

Tanaka, M. y col., 2008). En la siguiente tabla (Tabla 2) exponemos las mas estudiadas:
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Tabla 2. Proteinas Trampa de Ligando implicadas en el binomio TGF-/BMP?7.

Ligando PTL negativas PTL positivas
TGF-B Decorina, LAP, a-2 Macroglobulina, CTGF.
Endoglina, KCP.
BMP7 Nogina, Cordina, Folistatina, CTGF, KCP.
USAG-1, Esclerostina.

TGF-p: Factor de Crecimiento Transformante; BMP7: Proteina Morfogénica Osea-7; LAP: Polipéptido
Asociado de Latencia; KCP: Proteina analoga a Kielina/Cordina; USAG-1: Gen Asociado a Sensibilizacion

Uterina-1; CTGF: Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo.

Dentro de éstas PTL, una de reciente descubrimiento, KCP, llama poderosamente la
atencion. Los ultimos trabajos en torno a ella apuntan a que podria jugar un papel muy
importante en la modulacion de la TEM por su capacidad para favorecer la via de sefializacion
de BMP7 (Lin, J. y col., 2005) asi como para antagonizar la de TGF-B (Lin, J. y col., 2006)
(figura 1). Una cuestion de suma importancia es que BMP7 juega un papel esencial en el
desarrollo embrionario del rinén (Dudley, A. T. y col., 1995; Karsenty, G. y col., 1996)
mientras que KCP no parece afectarlo en lo absoluto; sin embargo, ratones knock-out para
este gen han mostrado ser mas susceptibles al dafio renal y tener mayor indice de mortalidad y
fibrosis que los ratones normales (Lin, J. y col., 2005). Esto podria situar a KCP como mejor

candidata que BMP7 tanto como diana diagnostica como terapéutica.
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Decorina
LAP
a-2 macroglobulina

Receptor de
TGF-B

Nogina
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USAG-1 » \(
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Proteinas
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de Ligando

Receptor de
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b &
Célula Epitelial

Epitelio

Figura 1. Panoramica de la Transicion Epitelio-Mesénquima controlada por TGF- y BMP7. Tanto
TGF-B como BMP7 son modulados de forma bidireccional por sus correspondientes Proteinas Trampa de
Ligando (PTL) en el medio extracelular. Las PTL positivas favorecen la union del ligando a su receptor y las
negativas la dificultan. La via de sefializacion de TFG-B favorece la formacion de fibroblastos mediante la

transicion epitelio-mesénquima mientras que la de BMP7 tiende a preservar el fenotipo epitelial. (Adaptado de

Neilson E.G., 2005).
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2.2 MCP-1.

Es frecuente encontrar monocitos y macréfagos presentes en las glomerulonefritis
clinicas y experimentales. Se cree que éstos participan en la patogénesis de la enfermedad
produciendo mediadores de inflamacion. Las quimiocinas, un grupo de citocinas con
actividad quimioatrayente de neutrofilos y monocitos, podrian estar implicadas en la
localizaciéon de estas células infiltradas durante la inflamacidon glomerular. Los monocitos se
extravasan y migran siguiendo el gradiente quimico de MCP-1, que es sintetizado por los

propios monocitos residentes y por las células endoteliales y mesangiales del rifion.

Los datos recogidos en diferentes modelos experimentales como la nefropatia difusa
por estreptozotocina en raton (Chow, F.Y. y col., 2006), glomerulonefritis proliferativa por
inyeccion de suero antitimocito en rata (Schneider, A. y col., 1999) o nefritis lupica en ratones
MLR/lpr (Shimizu, S. y col., 2004) sugieren un papel funcional de esta quimiocina en el dafio
renal, asi como la utilidad de diversas estrategias moleculares y farmacoldgicas que atenuen

sus acciones (Shimizu, S. y col., 2004; Sanchez-Lopez, E. y col., 2009).

En ratas con reduccion de masa renal se ha encontrado un aumento de MCP-1 en las
zonas que presentan glomerulosclerosis focal y en la region apical de las células tubulares
distales, a la vez que un mayor nimero de macrofagos en glomérulo e intersticio (Schiller, B.
y Moran J., 1997). MCP-1 juega un papel fundamental en la activacion tanto de NF-kB como
de AP-1 en células humanas del epitelio tubular del rifion (Viedt, C. y col., 2002). A su vez,
se ha observado que ambos factores de transcripcion estan involucrados en la expresion de

MCP-1 en células proximales tubulares de rata (Wang, Y. y col., 2000).

Todo parece indicar que MCP-1 es un factor clave en la inflamacion, la fibrosis y el
dafo renal en la nefropatia diabética, ya que sus niveles en orina estan estrechamente
relacionados con la produccion de dicha molécula a nivel renal y correlacionan
significativamente con niveles de albuminuria, albimina glicosilada en suero, N-
Acetilglucosaminidasa (NAG) en orina y macrofagos CD68+, tanto en humanos como a nivel
experimental en modelos animales (Banba, N. y col., 2000; Wada, T. y col., 2000; Morii, T. y
col., 2003; Chow, F.Y. y col., 2006; Chow, F.Y. y col.; 2007). Por ultimo, en humanos, la
presencia del alelo de MCP-1 A (-2518) se ha asociado con la diabetes tipo 1 (Yang, B. y
col., 2004) y con la nefritis ltpica (Kim, H.L. y col., 2002).
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2.3 ET-I

La ET es uno de los péptidos vasoconstrictores mas potentes hasta ahora
caracterizados (Yanagisawa, M. y col., 1988). Se han descrito hasta el momento cuatro
isopéptidos denominados ET-1, ET-2, ET-3 y ET-4, a este tltimo también se le conoce como
Constrictor Vasoactivo Intestinal (CVI); tan solo se diferencian en su estructura en algin
aminoacido (Hirata, Y., 1996). Las células endoteliales sintetizan ET-1 en forma de un
precursor de 201 aminoacidos denominado pre-proET-1. Mediante la accién de una
endopeptidasa especifica de pares de aminodcidos basicos (Lys-Arg y Arg-Arg) da lugar a la
proET-1 (o Big-ET-1) de 38 aminoacidos, que finalmente sufre una segunda protedlisis en la
posicion Trp-Val por la llamada enzima conversora de endotelina (ECE), dando lugar a la
ET-1 de 21 aminodcidos. Puesto que la ET-1 no se almacena dentro de la célula, tanto la
regulacion de la transcripcion de la pre-proET-1 (Dorfman, D.M. y col, 1992; Lee, M.E. y
col., 1990; Rodriguez-Pascual, F. y col.,, 2003) como sus modificaciones proteoliticas
posteriores constituyen los elementos clave de regulacion de la sintesis de este péptido
(Marsden, P.A. y col., 1991). Su biosintesis esta regulada por estimulos de naturaleza quimica
0 mecanica, entre los que se incluye la trombina, angiotensina II, vasopresina, TGF-f,
ionoforo de Ca’’, ésteres de forbol y fuerzas de rozamiento vascular (Golden, C.L. y col.,

1995; Emori, T. y col., 1992; Imai, T. y col., 1992; Malek, A. e Izumo, S., 1992).

La produccion renal de endotelina se encuentra aumentada, virtualmente, en todas las
formas de enfermedad renal cronica. Especificamente, la ET-1, ha sido implicada en el
desarrollo de la enfermedad renal en diversos modelos de experimentacion, incluyendo
aquellos estudios realizados en animales transgénicos que la sobreexpresan. Por otra parte, se
ha observado que el aumento de su expresion promueve la activacion de c-Fos en el rifion,

elemento principal del factor de transcripcion AP-1 (Chareandee, C. y col., 2000).

Ademas de su descripcion inicial como factor vasoconstrictor, se ha demostrado que la
endotelina regula gran variedad de respuestas bioldgicas en tejidos no vasculares. En el rindén
podria actuar como un factor autocrino y paracrino en la regulacion del flujo sanguineo renal,
la hemodinamica glomerular y la homeostasis de agua y sodio. La endotelina realiza sus
acciones a través de los receptores tipo A y tipo B (ETs y ETg). El bloqueo de estos
receptores mediante antagonistas especificos se ha utilizado para investigar si interferir en las
acciones de la endotelina por esta via podria conferir renoproteccion, como se comenta mas

detalladamente en el apartado 6.6.
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3. Sistema renina-angiotensina y regulacion transcripcional en la enfermedad renal.

Diversos estudios realizados en modelos experimentales y en humanos han puesto de
manifiesto la participacion del sistema renina-angiotensina (SRA) en la progresion de la
fibrosis renal (Ots, M. y col., 1998; Mogensen, C.E. y col., 2000; Nishiyama, A. y col., 2002;
Nakao, N. y col., 2003; Azizi, M. y col., 2006). Este sistema es uno de los principales
reguladores del volumen extracelular y de la presion arterial, de manera que cuando los
barorreceptores presentes en el arco adrtico y en el seno carotideo detectan una disminucion
en la presion arterial producen una activacion del sistema simpatico que conduce a una
vasoconstriccion sistémica, esto provoca un aumento de la presion arterial y una liberacion de
renina por el aparato yuxtaglomerular presente en las nefronas del rifién. Esta enzima circula
en el plasma en dos formas moleculares: una activa, la renina propiamente dicha, y otra
inactiva de mayor peso molecular, la prorenina, cuyas proporciones relativas varian
considerablemente segun diferentes circunstancias y patologias. Por otra parte, la renina es la
responsable de la transformacion del angiotensindgeno, secretado principalmente en el
higado, en angiotensina I, que a su vez, por la accién de la enzima conversora de angiotensina
(ECA), es transformada en el principal efector del SRA: la angiotensina II. Esta estimula gran
variedad de respuestas fisiologicas que contribuyen al control de la presion sanguinea y de la
funcién renal. Alternativamente, a nivel tisular en el rifion se puede generar angiotensina II
directamente del angiotensindgeno por medio de las enzimas elastasa, catepsina G y el
activador tisular del plasmindgeno (Dinh, D.T. y col., 2001). A este sistema de generacion
tisular de angiotensina II independiente de la actividad renina se le conoce como sistema
local o tisular generador de angiotensina II (SLGAII) (Danser, A.H., 2003), para diferenciarlo

del SRA, que opera a nivel circulatorio.

La angiotensina II participa en la patogénesis de la hipertension, la enfermedad
arterial, la hipertrofia y el fallo cardiaco, y la enfermedad renal progresiva (Li, X.C. y Zhuo,
J.L., 2008; Ruiz-Ortega, M. y col., 2006). La hipertension glomerular, la hipertrofia de las
células glomerulares y la expansion de matriz extracelular con infiltracion de monocitos-
macrofagos son fenomenos comunes al desarrollo de gran nimero de glomerulopatias. En
todas estas anomalias parece estar implicada una produccion elevada de angiotensina II. Los
antagonistas y los inhibidores de la sintesis de la angiotensina II reducen claramente e incluso
pueden prevenir el deterioro renal en diferentes modelos experimentales que provocan fallo
renal progresivo: 5/6 de nefrectomia (Piecha, G. y col., 2008; Nishimura, M. y col., 2007), en
ratas hipertensas SHR/NDmcr-cp (Watanabe, D. y col., 2009). Se sabe que la angiotensina II
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activa al menos dos receptores: ATl y AT2, y que la mayoria de los efectos como
vasoconstriccion, inflamacion y deposicion de matriz estan regulados por el primero de ellos.
Aunque el segundo ha sido menos estudiado, se estan haciendo multiples esfuerzos para
entender qué papel puede estar jugando en el SRA. Recientemente, en un trabajo con ratones
knock-out para el receptor AT2 se demostrd activacion de toda una serie de acontecimientos
propios del dafio renal en los animales objeto de estudio: albuminuria y mayor mortalidad que
en los ratones normales; igualmente, los autores encontraron aumento de expresion de
fibronectina 1 (FN-1), MCP-1 y RANTES (Benndorf, R.A. y col., 2009). Estos resultados
sugieren que el receptor AT2 podria tener propiedades antiproteinuricas, antiinflamatorias y

antifibroticas en la ERC.

El papel de la angiotensina II a nivel hemodinamico es mas conocido que a nivel
metabolico; por ello, algunos grupos de investigacion estdn centrando sus esfuerzos en el
esclarecimiento de esta via de accion relacionada con el metabolismo. Todo parece indicar
que la angiotensina II podria estar jugando algun papel en el consumo de oxigeno a nivel
renal, de manera que otro tipo de mecanismos, ademas de los hemodinamicos, podrian estar
involucrados en los beneficios generados por el bloqueo de éste péptido (Deng, A. y col.,

2009).

La relacion existente entre el SRA y el TGF-p ha quedado claramente establecida,
pues se ha demostrado que la angiotensina II induce fibrosis mediante la activacion de la via
de senalizacion de TGF-P (Border, W.A. y Noble, N.A., 1998) y la subsiguiente induccién de
los factores nucleares Smad (Massagué, J. y Chen, Y.G., 2000). Por otra parte, las acciones
fisiopatologicas de la angiotensina II se deben parcialmente, a la activacion de factores
nucleares como NF-kB y AP-1 (Suzuki, Y.y col., 2003), aspecto en el que se profundizard en

el siguiente apartado.

4. NF-kB y AP-1: Factores de transcripcion implicados en la ERC.

Muchos genes mediadores de inflamacion son activados por el factor de transcripcion
NF-kB. En realidad este engloba a un grupo de factores nucleares, que inducen la
transcripcion de multiples genes que contienen en su region promotora una de las secuencias
de 10 pares de bases 5’-GGGRNYYYCC-3’, donde R=purina, Y=pirimidina y N=cualquier

base. Han sido clonadas y caracterizadas cinco proteinas de la familia Rel/NF-kB: p50,
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también llamada NF-«kB1; p52, conocida como NF-kB2; RelA, también llamada p65; RelB y
c-Rel. El factor de transcripcion NF-kB es un dimero formado por proteinas de la familia
Rel/NF-kB. De las 15 isoformas existentes, al menos doce tienen capacidad de unirse al
DNA y regular la transcripcion: RelA/RelA, RelA/p50, RelA/c-Rel, RelB/p52, RelB/p100,
RelB/p50, c-Rel/c-Rel, c-Rel/p50, p50/p50, pS0/Bcl3, p52/p52, pS2/Bcl3 (Hoffmann, A. y
col., 2006; Hayden, M.S. y Ghosh, S., 2004; Chen, L.F. y Greene, W.C., 2004). En la mayoria
de los tipos celulares, la isoforma por excelencia es el heterodimero p65/p50, que ademas de
ser la mas comun es la mas potente como transactivador génico y la mas estudiada en rifién y
en otros tejidos. Por otra parte, en macrofagos de ratones carentes de p50, se ha observado una
reduccion de la expresion de citocinas antiinflamatorias como IL-10 y sobreexpresion de
citocinas proinflamatorias como IL-12 y TNF (Cao, S. y col., 2006). Estas observaciones
estan en consonancia con un estudio previo en el que sus autores destacaban que los efectos
provocados por el bloqueo de NF-«B dependian en gran medida del estadio en la evolucion
del proceso inflamatorio (Lawrence, T. y col., 2001). Asimismo, se ha demostrado en dos
modelos de nefritis aguda (glomerulonefritis por anticuerpos antitimocito en rata y nefritis
inducida por lipopolisacaridos en raton) que la isoforma p65/p50 se encuentra sobreexpresada
en la etapa aguda del proceso inflamatorio, mientras que en la etapa de resolucion predomina
la isoforma homodimérica p50/p50 (Panzer, U. y col., 2009). El conjunto de estos hallazgos
sugieren un posible papel antiinflamatorio y un caricter renoprotector para la isoforma
p50/p50. Los mecanismos mediante los que las proteinas Rel/NF-kB dimerizan y dan lugar a
las diferentes isoformas, asi como sus correspondientes papeles tanto a nivel bioquimico

como fisiologico no estan del todo esclarecidos.

NF-kB permanece inactivo y unido a la proteina inhibidora IxkB en el citoplasma de
multiples tipos celulares, como linfocitos T, monocitos, macrofagos y células renales
(Guijarro, C. y Egido, J., 2001). La activacion de NF-kB requiere de la fosforilacion y
posterior degradacion proteolitica de la subunidad inhibidora IxkB (figura 2). El NF-xB libre,
que como se ha indicado, es un heterodimero compuesto habitualmente por las proteinas p65
y p50, se transloca al nucleo donde se une a los sitios kB en la region promotora de
numerosos genes involucrados en la inflamacién y la respuesta inmune (Barnes, P.J. y Karin,
M., 1997), como MCP-1, TNF-q, interleucinas (IL-1B, IL-6, IL-8) y moléculas de adhesion
celular (ICAM-1, VCAM-1). Por otra parte, algunos estudios in vitro han puesto de

manifiesto la capacidad de NF-xB para regular la transcripcion de algunas sustancias
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vasoactivas como la pre-proendotelina-1 y de proteinas de matriz extracelular como la
fibronectina 1. Ademads, se han localizado elementos de respuesta de NF-kB en los
promotores de estos genes (Quehenberger, P. y col., 2000; Lee, B.H. y col., 2002; Kon, A. y
col., 1999).

La activacion de NF-kB es caracteristica de numerosos modelos experimentales de
dano renal. Asi, se han encontrado niveles elevados de NF-kB en la nefropatia por
obstruccion via urinaria (Klahr, S. y Morrissey, J., 1998; Miyajima, A. y col., 2003), la
nefritis por inmunocomplejos (Ruiz-Ortega, M. y col., 1998; Kosaka, T. y col., 2008), la
nefritis por nefrotoxicidad (Sakurai, H. y col., 1996), la nefropatia por adriamicina (Rangan,
G. K. y col,, 1999) y la nefritis inducida por lipopolisacaridos (LPS) (Tomita, N. y col.,
2000). Estos pueden reducirse eficazmente mediante tratamiento con inhibidores del enzima
conversor de angiotensina (IECA), lo que pone de manifiesto el papel mediador de NF-kB en
los efectos de la angiotensina II. Este hallazgo estd en consonancia con observaciones
realizadas in vitro que demuestran que la angiotensina Il potencia la actividad de dicho factor
nuclear en monocitos, células mesangiales y células de musculo liso vascular. Por otro lado, la
angiotensina II puede provocar la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS)
mediante la estimulacion de la NADPH oxidasa en diversos tipos celulares. Estas ROS
pueden actuar como mensajeros de transduccion de sefiales para NF-xB (Li, N. y Karin, M.,

1999; Mervaala, E. y col., 2003).
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Figura 2. Mecanismo de activacion de NF-kB. Diferentes agentes proinflamatorios (IL-1, TNF-a, LPS)
promueven la fosforilacion del complejo IKK (IKKa, IKKB ¢ IKKy). Este complejo fosforila la subunidad
inhibitoria de NF-xB (IxBa) que a su vez es ubiquitinizada y posteriormente proteolizada. El dimero de NF-«xB,
ahora activo, es capaz de translocarse al nucleo e inducir o reprimir la activacion de miltiples genes. IL-1:

Interleucina-1; TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral-a; LPS: Lipopolisacarido.

AP-1 es un regulador transcripcional compuesto de miembros de las familias Fos y
Jun principalmente (figura 3). Mientras las proteinas Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2) s6lo
pueden formar heterodimeros con miembros de la familia Jun, estos ultimos (Jun, JunB y
JunD) pueden formar tanto homodimeros como heterodimeros con miembros de Fos (Zenz,
R. y Wagner, E.F., 2006). Estudios in vitro han puesto de manifiesto que los heterodimeros
Jun-Fos son mas estables y muestran una mayor capacidad de unién al DNA que los
homodimeros Jun-Jun (Halazonetis, T.D. y col., 1988; Ryseck, R.P. y Bravo, R.; 1991). Las
diferentes proteinas que conforman AP-1 poseen diferencias sustanciales en sus dominios de
transactivacion (Milde-Langosch, K., 2005). Asi, a pesar de que las proteinas c-Jun, c-Fos y
FosB poseen un dominio de transactivacion amino-terminal, JunB, JunD, Fra-1, Fra-2 y
FosB2 poseen una actividad de transactivacion muy débil (Papavassiliou, A.G. y col., 1992).
De este modo, la regulacion de este factor se realiza a través de cambios en la tasa de
transcripcion de los genes que codifican para las diferentes subunidades de AP-1,

modificaciones postraduccionales, asi como mediante interacciones especificas entre las
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diferentes proteinas implicadas y otros factores de transcripcion y/o cofactores. En este
sentido, se ha demostrado en un modelo de nefritis por nefrotoxicidad en rata, que c-Jun y c-
Fos son las isoformas que mayor aumento de expresion experimentan, y que existe una
estrecha correlacion entre la activacion de AP-1 y el aumento de expresion de MCP-1 (Zhang,
A.H. y col., 2004). Asimismo, en células tibulo-epiteliales humanas se ha observado que un
inhibidor selectivo de Jun kinasa, el SP600125, es capaz de reducir la fosforilacién de c-Jun,
atenuando de esta forma la sobreexpresion de colageno 'y de MCP-1 mediada por TGF-3 (de
Borst, M.H. y col., 2007). Por otra parte, se ha observado que la proteina nuclear JunD es un
determinante de suma importancia en la actividad de macrofagos y esta asociado con la

susceptibilidad a glomerulonefritis en ratas Wistar Kyoto (Behmoaras, J. y col., 2008).

AP-1 regula la expresion de varios genes implicados en la patogénesis del dafio
glomerular, como la endotelina, el TGF-B1, la interleucina-6, el MCP-1 y el colageno 1. De
hecho, las vias de activacion del TGF-B actuan coordinadamente con AP-1 en la activacion
transcripcional de la pre-proET-1 (Rodriguez-Pascual, F. y col., 2003), y el colageno I
(Tharaux, P.L. y col., 2000; de Borst, M.H. y col., 2007), y se ha demostrado que se requiere
la induccion de AP-1 para el aumento de expresion de fibronectina mediada por TGF-B1

(Hocevar, B.A. y col., 1999).

La actividad de AP-1 puede ser modulada por diferentes efectores: citocinas, factores
de crecimiento, sefiales de estrés, estimulos oncogénicos entre otros, que provocan la
activacion de diversos mecanismos de transduccion de sefiales (Young, M.R. y Colburn,
N.H., 2006; Karin, M., 1995). Asimismo, la activaciéon del factor de transcripciéon AP-1
parece ser responsable parcial de las acciones profibrogénicas de la angiotensina II
(Hamaguchi, A. y col., 1999). Este proceso parece estar ligado, a su vez, a la capacidad de la
angiotensina II para estimular la producciéon de ROS (Mervaala, E. y col., 2003). Como ya se
ha comentado, la angiotensina II induce fibrosis mediante la activacion de la via de
sefializacion del TGF-B (Border, W. y Noble, N.A., 1998) y la subsiguiente induccion de
factores nucleares Smad (Massagué, J. y Chen, Y.G., 2000). La activacion simultdnea de AP-
1 y de factores nucleares Smad inducida por angiotensina II podria favorecer las acciones
coordinadas de estos factores nucleares en la regulacion de la expresion de otros genes

profibrogénicos.

Por otra parte, las posibles conexiones entre las acciones de NF- kB y AP-1 es algo

que desde hace tiempo inquieta a la comunidad cientifica dedicada a estudiar la fisiologia y
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fisiopatologia renales. En este sentido, los antagonistas del receptor AT1 de la angiotensina II
(ARAII) reducen el incremento de endotelina (Lariviere, R. y col., 1998), de TGF-B1 y de
proteinas de matriz extracelular (Lee, L.K. y col., 1995) en el rifion de ratas nefrectomizadas.
Se ha demostrado que la endotelina 1 y el TGF-Bl actian de forma sinérgica en la
potenciacion de la sintesis de coldgeno I tras administracion intravenosa de angiotesina II
(Fakhouri, F. y col., 2001). Un efecto similar se ha observado en piezas de corteza renal
expuestas a angiotensina Il ex vivo (Tharaux, P. L. y col., 2000). En este modelo, es necesaria
la activacion de las vias de sefializacion del TGF-B1 y de la proteina kinasa activada por
mitdgenos-kinasa regulada por estimulos extracelulares (MAPK/ERK), que parecen cooperar
en la formacion del complejo transcripcional AP-1 y en la consiguiente activacion de la
expresion génica del coldgeno I. Resulta llamativo que la activacion de NF-«xB por
angiotensina II no parece guardar relacion con la fibrogénesis en este estudio. Esto sugiere
que las acciones de los factores nucleares AP-1 y NF-kB en el dafio renal podrian transcurrir

por vias independientes.

EGFR +

HB-EGF +

Fos GM-CSF  +/-

KGF +-

Jun FosB IFNB +
JunB Fra-1 gycgnm +-
dc2a +

JunD Fra-2 p53 .
. ARF -

I~ +/-

Genes Diana > Lh;l;ﬁA _{

.. ‘. - Fas =

BIM +-

) Bcl2 -

P Bel-XL -

' VEGFD +

- MMP-1 +

MMP-3  +

NFATc1  +

S100a8 -

S100a9 -

Figura 3. Factor de transcripcion proteina activadora 1 (AP-1). Es un factor de transcripcion dimérico
compuesto por proteinas Jun y Fos. Las proteinas Jun forman homo o heterodimeros con las proteinas Fos
mediante dominios cremallera de leucina. Las distintas combinaciones diméricas reconocen secuencias
pertenecientes a promotores o activadores de diferentes genes diana; estos ultimos son regulados positivamente
(+), negativamente (-) o positiva y negativamente (+/-) segtin el tipo de dimero de AP-1. Se muestra el elemento

de respuesta clasico a ésteres de forbol (TRE) y la secuencia consenso correspondiente (TGACTCA).
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5. Modelo de 5/6 de nefrectomia: caracteristicas moleculares.

La reduccion quirurgica severa de masa renal (5/6 de nefrectomia) en animales de
experimentacion progresa inevitablemente hacia el fallo renal. La hiperperfusion de las
nefronas remanentes constituye la respuesta renal adaptativa a la reduccion de la masa renal.
Los procesos de adaptacion hemodindmicos dan lugar a la aparicidon de hipertension sistémica
y glomerular, que previsiblemente terminara afectando a la permeabilidad selectiva de la
barrera de filtrado glomerular. Esta precede al desarrollo de glomerulosclerosis, que se
acompafia de proteinuria creciente, insuficiencia renal progresiva y de hipertrofia renal y
cardiaca. La importancia del SRA en la patogénesis del dafio renal ha sido descrita en este
modelo experimental (Lafayette, R. A. y cols., 1992). Sin embargo, los efectos
renoprotectores de los IECA y de los antagonistas de los receptores AT1 de la angiotensina II
no parecen estar canalizados exclusivamente por una reduccion en los valores de la presion
arterial. Este modelo presenta diferencias importantes en la expresion de citocinas y factores
de crecimiento, y en el tiempo de evolucion de la patologia renal respecto a otros modelos
experimentales. Asi, como se ha comentado anteriormente en el apartado 2, se ha observado
que en el modelo de 5/6 de nefrectomia no hay aumento de expresion de TNF-a (Schiller, B.
y Moran, J., 1997), mientras que en modelos experimentales como la nefritis lupica en raton o
la nefritis por aminonucledsidos en rata (Neale, T.J. y col., 1995) si parece jugar un papel
destacado en la progresion de la enfermedad. Estas diferencias estan relacionadas
previsiblemente con los mecanismos particulares que entran en juego en los primeros estadios
de la enfermedad en cada modelo experimental. El modelo de 5/6 de nefrectomia es uno de
los més aceptados de insuficiencia renal cronica. Es extrapolable al humano, como se ha
podido observar en diferentes procesos patoldgicos (esclerosis focal y segmentaria, agenesia
renal, etc.) y es de los pocos modelos que ofrece todo el espectro de evolucion de la
enfermedad renal: proteinuria, hipertension arterial y pérdida de funcion renal. En éste

coexisten el dafio glomerular, tubulointersticial y vascular.
6. Estrategias renoprotectoras.

Muchas son las estrategias renoprotectoras utilizadas hasta la fecha. Gran parte de
ellas se basan en terapias antihipertensivas y antiproteinuricas; de hecho, diferentes estudios
han demostrado que el control de la hipertensiéon en si mismo, es capaz de incidir en la
disminucién de la proteinuria (Peterson, J.C. y col., 1995; Schrier, R.-W. y col., 2002; Wright,

J.T., Jr. y Douglas, J., 2003). Si bien alcanzar una presion arterial relativamente baja (< 125
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mmHg) deberia ser el objetivo de cualquier tratamiento antihipertensivo enfocado a la
renoproteccion (Peterson, J.C. y col., 1995; Schrier, R.-W. y col., 2002) en el caso de un
tratamiento antiproteintrico lo ideal seria alcanzar valores de proteinuria inferiores a 300
mg/m?*/dia, debido a que se han asociado con claros efectos renoprotectores (Jafar, T.H. y col.,

2001; Ruggenenti, P. y col., 2001).

En nuestro estudio hemos empleado farmacos con capacidad renoprotectora o bien
aquellos en los que se ha hipotetizado que pueden proteger el rifion. En primer lugar,
utilizamos un agente antihipertensivo bloqueante del SRA, especificamente, un ARAII
(losartan). Nos decantamos por este farmaco en lugar de por un IECA debido a que
consideramos que las vias alternativas para producir angiotensina II a nivel tisular,
independientes del enzima conversor de angiotensina, pueden escapar al abordaje terapéutico
de este tipo de agente farmacologico, mientras que el ARAII, que actia sobre los receptores
AT]1, seria capaz de neutralizar los efectos de la angiotensina II independientemente de la via
por la que ésta Ultima se hubiera generado. En segundo lugar, utilizamos el carvedilol, un
betabloqueante y vasodilatador con capacidad renoprotectora previamente documentada en
5/6 de nefrectomia por nuestro grupo (Rodriguez-Pérez, J.C. y col., 1997). Como ya habiamos
elegido dos farmacos con capacidades antihipertensivas y renoprotectoras bien documentadas
en 5/6 de nefrectomia (Lariviere, R. y col., 1998; Rodriguez-Pérez, J.C. y col., 1997),
decidimos utilizar otros que nos permitieran analizar la renoproteccion independientemente
del control de la presion arterial. Las estatinas son capaces de reducir la produccion de MCP-1
(Kim, S.Y. y col., 1995) y NF-kB en células mesangiales humanas (Guijarro, C. y col., 1996).
Asimismo, se ha postulado que las estatinas podrian disminuir el avance de la progresion de la
ERC como consecuencia de sus acciones pleiotropicas (Epstein, M. y Campese, V.M., 2005;
Campese, V.M. y col., 2005), por lo que decidimos utilizar una de ellas, especificamente, la
cerivastatina. Por otra parte, debido al protagonismo que estaba adquiriendo la endotelina-1
en la progresion de la ERC en el 5/6 de nefrectomia (Remuzzi, G. y col., 1997) utilizamos un
antagonista no selectivo de los receptores ET, y ETg (Ro 48-5695). A continuacidon se
comentan las diversas estrategias que han sido utilizadas o podrian llegar a ser de utilidad en
la clinica para el tratamiento de la ERC, aunque no todas ellas han sido analizadas en el

presente estudio.
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6.1  Bloqueadores de los canales de calcio.

Aunque el potencial renoprotector de estos farmacos no estd del todo claro, todo
apunta a que sus acciones pleiotropicas podrian contribuir a proteger el rifidon del dafio
provocado por la hipertension, ya que son capaces de normalizar los valores de presion
arterial (PA) en pacientes con ERC. Si bien se ha documentado que algunos bloqueadores de
los canales de calcio (BCC) dihidropiridinicos, como el nifedipino o el amlodipino pueden ser
ineficaces o incluso contraproducentes, otros BCC no-dihidropiridinicos como el verapamil o
el diltiazem pueden tener cierto efecto antiproteinurico y, en consecuencia, podrian ser buenos
candidatos a la renoproteccion (Remuzzi, G. y col., 1997). Actualmente se sabe que los BCC
dihidropiridinicos de tercera generacion como el manidipino, el nilvadipino o el benidipino
ofrecen beneficios en la funcidn renal por su capacidad para ejercer vasodilatacion tanto de
las arteriolas eferentes como aferentes (Hayashi, M. y col., 2000; Hayashi, K. y col., 2003).
Sin embargo, es necesario realizar ensayos clinicos suficientes que aclaren el potencial de

estos farmacos en la ERC.

6.2  Bloqueo del SRA.

Existen diferentes alternativas terapéuticas relacionadas con el sistema renina-
angiotensina-aldosterona. La generacion anormal de angiotensina II estd claramente implicada
en el desarrollo de la enfermedad renal progresiva, como se comentd en el apartado 3. Por
ello, entre las estrategias terapéuticas mas utilizadas se encuentran las destinadas al bloqueo
del SRA mediante el uso de farmacos como los antagonistas de la renina, los IECA y los
ARAII. Los antagonistas de la renina inhiben selectivamente los receptores prorenina
implicados en la sintesis de angiotensina I a partir de angiotensinégeno. Los IECA
obstaculizan la conversién de angiotensina I en angiotensina II, inhibiendo la enzima que
cataliza dicha reaccion, mientras que los ARAII bloquean los receptores tipo 1 de la
angiotensina II, y por tanto, las acciones de esta ultima mediadas por dicho receptor. Los
antagonistas de la renina se postulan como posibles candidatos para el tratamiento de la
enfermedad renal por su capacidad para el bloqueo parcial de este sistema. El caso del
aliskiren es una prueba de ello, pues se ha demostrado que es capaz de normalizar los valores
de PA en pacientes hipertensos (Oparil, S. y col., 2007), y contribuye a la reduccion de la
albuminuria en pacientes con nefropatia diabética en tratamiento con ARAII (Parving, H.H. y

cols., 2008). Sin embargo, aun no hay estudios suficientes sobre su capacidad renoprotectora.
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Los IECA y los ARAII son capaces de reducir la presion intraglomerular y la
proteinuria, de disminuir la liberacion local de citocinas y de quimiocinas, asi como de
controlar los mecanismos de inflamacion implicados, de manera que la esclerosis e hipertrofia
glomerular, la inflamacion tabulointersticial y la fibrosis se ven considerablemente atenuados,
retrasando la aparicion del dano renal (Lewis, E.J. y col., 1993; Maschio, G. y col., 1996;
Izuhara, Y. y col., 2005).

En el caso particular que nos interesa, los ARAII, como el losartan, actian bloqueando
competitiva y selectivamente los receptores AT1, inhibiendo asi los efectos hipertensivos de
la angiotensina II, especialmente los relacionados con la vasoconstriccion y la liberacion de
aldosterona. Los ARAII se dividen en dos subgrupos quimicos: los bifeniltetrazoles y no
bifeniltetrazoles. El losartan pertenece al primero de los subgupos y no se une ni bloquea
otros receptores hormonales o canales de iones importantes en la regulacion cardiovascular.
Estos farmacos han demostrado una alta seguridad y eficacia, ademas de ejercer efectos
beneficiosos independientes de su accion antihipertensiva en pacientes con insuficiencia
cardiaca, diabetes mellitus tipo 1 y nefropatias. Asimismo, los ARAII disminuyen la
proteinuria y la glomeruloesclerosis en modelos animales de insuficiencia renal asociada o no
a diabetes, debido, en parte, a una disminucion de la fibrosis intersticial y de la expresion
glomerular de TGFp-1, colagenos tipo I, Il y IV, y FN-1 (Timmermans, P.B. y col., 1993;
Burnier, M., 2001; Goa, K.L. y Wagstaff, A.J., 1996; Croom, K.F. y col., 2004; Sharpe, M.y
col., 2001; Easthope, S.E. y Jarvis, B., 2002; Wellington, K. y Faulds, D.M., 2002; Unger, T.
y col., 2004; Horiuchi, M. y col., 1999).

Diferentes ensayos clinicos han arrojado resultados positivos sobre este farmaco. El
estudio LIFE (Losartan Intervention For Endpoint reduction in hypertension), que se llevo a
cabo en pacientes hipertensos constatd la capacidad del losartan para reducir las cifras de
presion arterial. Aunque la capacidad antihipertensiva del losartan fue similar a la del atenolol
con el que estaban tratados los pacientes del grupo control, el losartan redujo el riesgo de
sufrir infarto de miocardio, accidente cerebrovascular y muerte por enfermedad
cardiovascular en relacion al atenolol. El losartan parece conferir, por tanto, beneficios mas
alla de la reduccion de la presion arterial (Dahlof, B. y col., 2002; Egan, B. y col., 2004). Por
otra parte, el estudio RENAAL (Reduction of End points in NIDDM with the Angiotensin II
Receptor Antagonist Losartan), demostro que el losartan es capaz de reducir la proteinuria y
el riesgo de progresion hacia insuficiencia renal terminal en un grupo de pacientes con

diabetes tipo 2 y nefropatia (Brenner, B.M. y col., 2001; Egan, B. y col., 2004). Asimismo, en
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pacientes normotensos con nefropatia IgA, el losartan redujo la proteinuria y la excrecion de
N-acetilglucosaminidasa en orina y, por tanto, la magnitud de las lesiones tubulares, con

independencia de la PA (Shimizu, A. y col., 2008).

Los antagonistas de la aldosterona, por sus propiedades diuréticas, se han utilizado en
el tratamiento de la hipertension y de la ERC en asociacion con otros farmacos como ARAII o
IECA. Estos farmacos llevan implicito el riesgo de provocar hiperpotasemia, asi como la
aparicion de posibles efectos secundarios relacionados con el sistema endocrino; no obstante,
el desarrollo de nuevos principios activos ha ido superando este ultimo escollo. Un ejemplo
de ello es la eplerenona, que al contrario que la espirinolactona, tiene menos afinidad por los
receptores de progesterona y androgénicos, y se ha demostrado que sus efectos secundarios

apenas difieren de los correspondientes al placebo (White, W.B. y col., 2003).

6.3  Betabloqueantes.

El bloqueo de los receptores postsindpticos beta conlleva, entre otros efectos, una
disminucion de los valores de PA en pacientes con ERC. Se ha demostrado que el metoprolol
y el atenolol tienen capacidad renoprotectora (Parving, H.H. y col., 1983; Marchi, F. y
Ciriello, G., 1995) si bien betabloqueantes mas novedosos como el carvedilol resultan mas
eficaces en la proteccion renal (Marchi, F. y Ciriello, G., 1995; Fassbinder, W. y col., 1999).
Este farmaco es un antihipertensivo con accion beta-bloqueante no cardioselectiva sin
actividad simpaticomimética intrinseca, alfal-bloqueante a nivel postsinaptico y
vasodilatadora. Tiene la capacidad de no modificar los niveles de glucosa, ni el perfil lipidico,
ni la funcion renal. Produce una répida caida de la resistencia vascular periférica asi como de

la presion arterial sin modificar la frecuencia cardiaca ni el volumen minuto.

Son bien conocidas las propiedades cardioprotectoras de los betabloqueantes, sin
embargo, los efectos negativos sobre el metabolismo de carbohidratos y lipidos ha hecho que
su utilizacion sea controvertida en pacientes diabéticos, cuya predisposicion a padecer ERC es
elevada. Asi, los efectos secundarios de este tipo de farmacos en pacientes diabéticos
contemplan disminucién de los niveles de LDLs, aumento de los niveles de triglicéridos y
aumento de insulino-resistencia. El estudio GEMINI compara los efectos del carvedilol y del
tartrato de metoprolol sobre el control de la glucemia. Los autores observaron que los valores
de microalbuminuria mas bajos correspondieron a los pacientes que fueron tratados con

carvedilol (Bakris, G. L. y col., 2004; Phillips, R. A. y col., 2008). Estos mismos pacientes
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presentaron un aumento de la sensibilidad a la insulina, no observada en aquellos tratados con
metoprolol, y no se apreciaron diferencias significativas en la variacion promedio de
hemoglobina glicosilada respecto del ingreso mientras que en el grupo tratado con metoprolol

si hubo aumento de proteina glicosilada.

Algunos estudios aportan informacion que ponen de manifiesto las propiedades
antiproliferativas y antioxidantes del carvedilol (Sung, C.P. y col., 1993; Sung, C.P. y col.,
1997; Yue, T.L. y col., 1992a; Yue, T.L. y col., 1992b; Yue, T.L. y col., 1992c; Yue, T.L. y
col., 1993; Yue, T.L. y col., 1994a; Yue, T.L. y col., 1994b; Van den Branden, C. y col. ,
1997; Arumanayagam, M. y col., 2001). En un modelo de nefrotoxicidad inducida por
cisplatino en ratas, el carvedilol redujo los niveles de malonildialdehido (MDA) renal
incrementados por el cisplatino, y normalizé los correspondientes a enzimas antioxidantes
como la glutatién peroxidasa y la catalasa, disminuidos también por la accién del mismo
quimioterapico (Gamal el-Din, A. M. y Al-Bekairi, A. M., 2006). Igualmente, en ratas
sometidas a dafio renal por isquemia/reperfusion, el carvedilol fue capaz de reducir
considerablemente los niveles de creatinina sérica respecto al grupo control y a otro tratado
con metoprolol (Hayashi, T. y col., 2008). Por otro lado, nuestro grupo ha encontrado mejora
en la tasa de filtrado glomerular, reduccion de la actividad de la renina plasmatica y del dafio
renal en ratas sometidas a 5/6 de nefrectomia tratadas con distintas dosis de carvedilol. Este
efecto estuvo presente incluso a dosis no antihipertensivas (Rodriguez-Pérez, J.C. y col.,

1997).

6.4 Estatinas.

La introduccion de los inhibidores de la HMG-CoA reductasa, comunmente
denominados estatinas, ha revolucionado el tratamiento farmacoldgico de las dislipidemias
debido a su elevada eficacia y tolerancia. La inhibicién de la biosintesis del colesterol se
acompafia de una mayor presencia de receptores hepaticos de LDL, que promueven la
captacion y el aclaramiento de colesterol del torrente sanguineo (Knopp, R.H., 1999). El
mecanismo de accion de estos fArmacos se basa en la inhibicion competitiva y reversible de la
transformacion del HMG-CoA a mevalonato, que es el precursor de los esteroles celulares,
incluidos el colesterol y los lipidos isoprenoides (Goldstein, J.L. y Brown, M.S., 1990;
Grunler, J. y col.,, 1994). Entre estos ultimos se encuentra el dolicol, necesario para la

glicosilacion de proteinas, las ubiquinonas de la cadena respiratoria mitocondrial, la
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isopentenil adenina, que interviene en la modificacion de ciertas formas de RNAt, y los
isoprenoides farnesil pirofosfato (FPP) y geranilgeranil pirofosfato (GGPP) que participan en
la modificacion postraduccional de gran variedad de proteinas que estdn involucradas en
mecanismos de sefalizacion celular. La modificacion proteica por farnesilacion o
geranilgeranilacion va a condicionar la localizacion subcelular y la actividad de estas
proteinas. Los miembros de la superfamilia Ras, constituida por proteinas monoméricas
capaces de unir GTP, también conocidas como proteinas G de bajo peso molecular, como
Ras, Rac y Rho, son los sustratos principales de modificacion postraduccional por
isoprenilacion y pueden ser dianas de interés para la inhibicion por estatinas. No debe resultar
extrafo, por tanto, que las estatinas, ademas de su capacidad para inhibir la sintesis hepatica
de colesterol, también sean capaces de modificar otras funciones celulares, como las relativas

al control del ciclo celular, la migracion celular y el estado redox.

Respecto a la utilidad de estos farmacos como agentes renoprotectores, diversos
estudios han demostrado que tienen la capacidad de retrasar la pérdida de la funcion renal en
pacientes con IRC moderada, diabetes o problemas cardiacos (Tonelli, M. y col., 2003, 2005a
y 2005b). Las estatinas pueden frenar la progresion de la enfermedad renal a través de sus
conocidas acciones pleiotropicas (Epstein, M. y Campese, V.M., 2005), entre las que se
incluyen la reversion de la disfuncion endotelial, la regulacion del SRA, y sus acciones
antiinflamatorias, antiproliferativas y antihipertensivas. Trabajos recientes evidencian que son
capaces de reducir el estrés oxidativo, asi como la expresion génica de laminina, CTGF, TGF-
B y fibronectina, a la vez que pueden aumentar la biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO)
(Koepke, M.L. y col., 2007; Zhou, M.S. y col., 2008). Por otra parte, en los tltimos afios se ha
atribuido un papel relevante a la via RhoA/Rho-quinasa en la progresion de la enfermedad
renal en general y en la podocituria en particular, de modo que el efecto renoprotector de
algunas estatinas podria residir en su capacidad para modular esta via de sefializacion
(Shibata, S. y col., 2006; Peng, F. y col., 2008). Sin embargo, todo parece indicar que a pesar
de tener efectos beneficiosos en la proteinuria y la proteccion renal, las estatinas por si solas

son incapaces de lograr una renoproteccion eficaz (Sandhu, S. y col., 2006).

La cerivastatina, el inhibidor de la HMG-CoA reductasa utilizado en este trabajo, es
un derivado piridinico sintético, enantioméricamente puro. Tiene una alta selectividad
hepatica, no atraviesa la barrera hematoencefalica y se ha demostrado que, tanto in vitro como
in vivo, su afinidad enzimdtica es superior a la de otras estatinas como lovastatina,

simvastatina y pravasatatina. Posee una semivida de eliminacion relativamente corta (2 a 3
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horas para una dosis Unica de 0,2mg), aunque se trasforma en los metabolitos M1, M23 y
M24 que retienen las capacidadades inhibidoras del farmaco original. Ademas de su
capacidad para inhibir la sintesis de colesterol, se ha demostrado que la cerivastatina puede
reducir la proteinuria y retrasar la aparicion de uremia, atenuar la fibrosis renal e inhibir la
infiltracion de células inflamatorias en un modelo de fibrosis renal progresiva (Koepke, M.L.

y col., 2007).

6.5 Inhibidores de NF-kB.

Trabajos recientes mantienen a NF-kB en el punto de mira como futura diana
terapéutica por su importante papel en el progreso del dano renal en diferentes modelos
animales, asi como por las evidencias de reversion del dafio al utilizar inhibidores especificos
de este factor nuclear (Fujihara, C.K. y col., 2007; Wang, H. y col., 2008; Kosaka, T. y col.,
2008). Algunos farmacos mencionados anteriormente en esta seccion introductoria son
capaces, al menos parcialmente, de modular la activaciéon de NF-kB. Entre ellos podemos
citar los IECA y los ARAII, cuyo uso clinico en la proteccion renal estda ampliamente
contrastado, y las estatinas, a las cuales se les han atribuido capacidades renoprotectoras
(Abbate, M. y col., 2006; Gilmore, T.D., 2006). Aunque estos farmacos pueden interferir con
el mecanismo de activacion de NF-«B, no hay que olvidar que ademds pueden actuar en otras
vias de sefalizacion. Probablemente, el beneficio del uso de estos farmacos esté relacionado
con el conjunto de efectos que pueden desencadenar y no solo con su capacidad para inhibir
NF-«xB. No esta del todo claro si la modulacion especifica de la actividad de NF-kB podria
resultar ain mas beneficiosa para el tratamiento de la ERC. Con el objetivo de dar respuesta a
ésta incognita se estdn llevando a cabo numerosos estudios y se estd investigando en el
desarrollo de inhibidores especificos de este factor de transcripcion para su uso en la clinica
(Gilmore, T.D. y Herscovitch, M., 2006). Se piensa que los inhibidores de las IkappaB
quinasas (IKKs) podrian ser candidatos a aparecer muy pronto en el escenario clinico debido
a que actualmente se encuentran en fase preclinica, y los resultados que se han obtenido son

bastante alentadores (Heckmann, A. y col., 2004).

Los datos recogidos en diversos modelos experimentales de enfermedad renal también
parecen evidenciar la utilidad de la inhibicion especifica de la activacion de NF-xB. En este
sentido, Sanchez-Lopez, E. y col. sometieron a tratamiento con partenolida, un inhibidor de

NF-«kB, a ratones a los que se les habia administrado CTGF durante 24h y que como
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consecuencia habian experimentado sobreexpresion de quimiocinas como MCP-1 vy
RANTES, y citocinas como INF-gamma, IL-6 e IL-4 a nivel renal. La partenolida redujo la
respuesta inflamatoria inducida por CTGF, ademas de la sobreexpresion de las citocinas y
quimiocinas mencionadas (Sanchez-Lopez, E. y col., 2009). Asimismo, la partenolida se
muestra capaz de revertir el dafio renal en un modelo animal basado en infusiéon de
angiotensina II (Ozawa, Y. y Kobori, H., 2007). Un efecto similar sucede al utilizar fasudil,
un inhibidor de la Rho-quinasa, demostrando que el eje Rho quinasa/NF-kB juega un papel
fundamental en la progresion del dafio renal inducido por angiotensina II. Esta conexion entre
proteinas Rho y NF-kB se ha visto corroborada en un trabajo reciente en el que la
administraciéon de HA-1077, un inhibidor de Rho-quinasa, a ratones con nefritis inducida por
lipopolisacaridos, provoco una reduccion en la fosforilacion de la isoforma p65 de NF-xB y
su translocacion al nticleo (Meyer-Schwesinger, C. y col., 2009). Otro inhibidor de NF-«B, el
dihidroximetil-epoxiquinomicina (DHMEQ), se ha utilizado en diferentes modelos de dafio
renal en rata, como la obstruccion ureteral y la glomerulonefritis por anticuerpos antitimocito,

obteniéndose muy buenos resultados (Miyajima, A. y col., 2003; Kosaka, T. y col., 2008).

Una sustancia muy utilizada a nivel experimental es el PDTC, tiocompuesto de bajo
peso molecular con propiedades diversas: modulador del estado redox (Li, C. y col., 1999;
Orrenius, S. y col., 1996); quelante de metales pesados (Iseki, A. y col., 2000) e inhibidor
enzimatico (Ross, S.D. y col., 2000). Este compuesto se ha utilizado como un potente
inhibidor de NF-kB (Li, C. y col., 1999; Schreck, R. y col., 1992), pero también como
antioxidante (Muller, D.N. y col., 2000) y antagonista de citocinas proinflamatorias (Liu, S.F.
y col., 1999). Si bien en algunos de estos estudios el PDTC no ha demostrado tener efectos
sobre otros factores nucleares como AP-1, la proteina de unién al elemento de respuesta a
AMPc (CREB) o el factor de transcripcion ubicuo (Sp-1) (Schreck y col., 1992; Liu, S.F. y
col., 1999), otros trabajos han mostrado que puede inducir la actividad de AP-1, sugiriendo
que dicho factor nuclear podria funcionar como un elemento de respuesta a los antioxidantes
(Meyer, M. y col, 1993). En ratas transgénicas que sobreexpresan los genes del
angiotensinogeno y la renina, como las ratas dTGR, se ha planteado la hipotesis de que la
inhibicion selectiva de NF-kB con esta sustancia podria reportar un mayor beneficio que el
que aportaria el bloqueo conjunto de la actividad transcripcional de AP-1 y de NF-«B
(Muller, D.N. y col., 2000). En estos animales no se ha encontrado disminucién de la

actividad de AP-1 después de haberles administrado PDTC, hallazgo que los autores han
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interpretado como una posible contribucion al papel antioxidante del PDTC y a la reduccion

de las lesiones cardiacas y renales propias del modelo.

En ratas con glomerulonefritis e inflamacion tubulointersticial inducida por adriamicina, la
inhibicion de NF-kB con PDTC se acompana de reduccion de la atrofia de las células
tubulares y de un menor infiltrado de monocitos, aunque no se consigue atenuar la proteinuria
(Rangan, G.K. y col., 1999). Asimismo, aunque el PDTC previene eficazmente el incremento
de la actividad de NF-kB en la nefritis pasiva de Heymann (NPH), s6lo reduce la proteinuria
en aquellos animales en que la enfermedad se induce a dosis suboptima de antisuero anti-
Fx1A (Mudge, S.J. y col., 2001). Estos trabajos parecen sugerir que en modelos de dafio renal
severo, se debe actuar eficazmente en otras vias alternativas ya que la normalizacion de la
actividad de NF-kB, aunque necesaria, no es suficiente para frenar completamente la

progresion de la enfermedad renal.
6.6  Antagonistas de los receptores de la ET.

La ET-1 actua sobre dos tipos de receptores, ETo y ETg (Arai, H. y col., 1990;
Sakurai, T. y col., 1990), que se encuentran ampliamente distribuidos en los lechos
vasculares. La union de la ET-1 a los receptores ETs y ETg en las células del musculo liso
produce contraccion (Opgaard, O.S. y col., 1994; Teerlink, J.R. y col., 1994; White, D.G. y
col., 1993). Igualmente, la ET-1 estimula la contraccion de la célula mesangial a través de los
receptores ET, (Simonson, M.S. y col., 1989), regulando la superficie capilar y la tasa de
filtracion (Badr, K. F. y col., 1989). Una vez producida la unién de la ET-1 a sus receptores
en la célula muscular lisa o en la célula mesangial, se produce una activacion de la fosfolipasa
C y un aumento de los niveles citoplasmaticos de inositol trifosfato. Este suceso desencadena
un aumento de la concentracion intracelular de Ca®" y la subsiguiente respuesta contractil a la
ET-1 de la célula muscular lisa en la vasculatura o de la célula mesangial en el glomérulo
(Dlugosz, J.A. y col., 1998). Los receptores ETg localizados en las células endoteliales
median la liberacion de los vasodilatadores NO y prostaciclina (PGI,) cuando son activados
por ET-1 y ET-3 (de Nucci, G. y col., 1988; Hirata, Y. y col., 1993; Karaki, H. y col., 1993;
Stricklett, P.K. y col., 2006), induciendo por tanto, relajacion que podria modular su accion

constrictora.

Aunque aun no se dispone de datos concluyentes sobre la eficacia a medio y largo

plazo del antagonismo de los receptores de endotelina en humanos con enfermedad renal, se
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han realizado estudios que ponen de manifiesto la capacidad renoprotectora y
antihipertensiva de algunos antagonistas selectivos, sobre todo, de los receptores de
endotelina ET4 (Brochu, E. y col., 1999; Tostes, R. C. y col., 2002; Lariviere, R. y Lebel, M.,
2003; Chade, A.R. y col., 2006; Sasser, J.M. y col., 2007; Dhaun, N. y col., 2009; Weber,
M.A. y col., 2009). Todo parece indicar que los receptores ETs juegan un papel protector
frente a los efectos profibréticos de la endotelina (Okada, Y. y col., 2004). Por ultimo, el
potencial terapéutico del antagonismo no selectivo de ambos receptores se ha puesto de
manifiesto en algunos estudios de experimentacion realizados en animales con fallo renal
progresivo (Nabokov, A. y col., 1996; Benigni, A. y col., 1996) o en la glomerulonefritis
proliferativa por inmunocomplejos (Ruiz-Ortega, M. y col., 1998; Kosaka, T. y col., 2008).

Entre los farmacos o sustancias utilizadas para el bloqueo no selectivo de los
receptores A y B de la ET encontramos el bosentan. A partir de éste se ha generado otro
antagonista aun mas potente, el Ro 48-5695, que también actua bloqueando de forma no
selectiva los receptores ETA y ETg. Este antagonista se ha utilizado en multiples estudios y en
diferentes modelos animales, en su mayoria relacionados con patologias gastricas, cardiacas y
renales (Taner, C.B. y col., 2001; Padol, 1. y col., 2000; Clozel, M. y col., 1999; Poo, J.L. y
col., 1999; Padol, 1. y col., 1999; Best, P.J. y col., 1999).

6.7 Tratamiento combinado.

A pesar de que dos farmacos por separado podrian tener propiedades beneficiosas para
una determinada patologia, no es trivial su uso de forma combinada sin realizar estudios e
investigaciones previas que den cuenta de si realmente se obtiene alguna ventaja respecto a la
monoterapia, asi como de las posibles interacciones medicamentosas que pudieran tener lugar.
Estudios realizados en el modelo de 5/6 de nefrectomia desvelan que en ocasiones la terapia
combinada no ofrece ventaja alguna frente a la monoterapia (Piecha, G. y col., 2008). En este
trabajo los autores compararon tres grupos experimentales: uno tratado con losartan, otro con
espironolactona y el tercero con la combinacion de ambos. Los resultados pusieron de
manifiesto que la combinacion de los farmacos no es capaz de revertir la glomeruloesclerosis

de manera mas eficaz que su uso por separado en este modelo experimental.

La ERC es una patologia compleja que dificilmente pueda ser tratada de forma eficaz

mediante monoterapia. De hecho, los pacientes que sufren esta dolencia desarrollan
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hipertension, y segun las directrices del JNC7 aquellos que presenten una PA superior a

160/100 mmHg deben iniciar terapia combinada (Chobanian, A.V. y col., 2003).

La combinacion de antagonistas del SRA de diferente naturaleza como los IECA y los
ARAII potencia las propiedades antiproteinuricas de ambos farmacos con independencia de la
presion arterial en pacientes no diabéticos con enfermedad renal, sugiriendo que a largo plazo
podrian tener efectos renoprotectores superiores al uso de ambos farmacos por separado
(Nakao, N. y col., 2003; Campbell, R. y col., 2003). Por otra parte, un meta-analisis en el que
se compar?6 el uso individual versus simultaneo de IECA y ARAII puso de manifiesto que la
terapia combinada es mas eficaz para reducir los valores de PA, aunque la escasa diferencia
encontrada no parece justificar su uso rutinario para el tratamiento de la hipertension hasta
disponer de suficientes estudios cuidadosamente controlados (Doulton, T.W. y col., 2005). En
otro meta-analisis, que incluia 21 estudios y un total de 654 pacientes diabéticos y no
diabéticos con enfermedad renal, la combinacion de un IECA y ARAII resulté especialmente
eficaz en la reduccion de la proteinuria, al menos en el corto plazo, aunque no mejoro la tasa
de filtrado glomerular respecto a los tratamientos individuales (MacKinnon, M. y col., 2006).
Los autores plantean la necesidad de disponer de estudios con un largo periodo de
seguimiento para determinar si el descenso de la proteinuria dara lugar a una preservacion
significativa de la funcion renal. El conjunto de estos estudios ha arrojado resultados menos
espectaculares de lo que se podia preveer en un principio. Es posible que otras combinaciones
de farmacos que actien en vias de sefalizacion diferentes y con mecanismos de accion
complementarios puedan llegar a resultar mas eficaces para el tratamiento de la enfermedad

renal.

Las estatinas han mostrado la capacidad de amplificar tanto las propiedades
antiinflamatorias como depresoras del estrés oxidativo de los ARAII en un modelo de ratones
knock-out para ApoE sometidos a dieta elevada en colesterol (Li, Z. y col., 2004). Igualmente,
se ha demostrado que el uso concomitante de una estatina y un ARAII ha sido capaz de
prevenir la restenosis coronaria, en un grupo de pacientes a los que se les coloco stent, de
forma mas eficaz que utilizando la monoterapia correspondiente (Nishikawa, H. y col., 2005).
El bloqueo del SRA unido al tratamiento con estatina ha resultado especialmente beneficioso
en un modelo severo de glomerulonefritis (Zoja C. y col., 2002a), lo que sugiere que
podriamos estar ante una combinacion farmacoldgica cuanto menos interesante para el

tratamiento de la ERC.
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Objetivos

El presente estudio fue disefiado para evaluar las acciones moleculares y

fisiopatologicas de diferentes agentes farmacologicos con reconocidas propiedades

renoprotectoras en un modelo experimental de IRC, como el de ablacion renal (5/6Nx).

Los objetivos concretos se muestran a continuacion:

1.

Determinar si los factores de transcripcion NF-kB y AP-1 estan implicados en la
pérdida de funcion renal, asi como su posible relacion con la expresion de genes
profibroticos involucrados en la progresion de la enfermedad (coldgeno IV,

fibronectina 1, endotelina-1 y MCP-1).
Estudiar las posibles conexiones entre las acciones de NF- kB y AP-1.

Analizar la expresion de genes relevantes en la aparicion de fibrosis renal, TGF-
B1, fibronectina 1, laminina y coldgenos (I a VI), y contrastarla con la expresion de
moléculas como BMP7 y KCP, capaces de antagonizar con los mecanismos de

aparicion de fibrosis indicados previamente.

Comparar la utilidad terapéutica de diversos farmacos en la progresion de la
enfermedad renal en el modelo utilizado, estudiando asimismo la capacidad de
cada uno de ellos para interferir con las modificaciones moleculares provocadas
por la pérdida de masa renal. Los agentes farmacoldgicos empleados seran un
antagonista del receptor AT1 de la angiotensina II (losartdn), un inhibidor de la
HMG-CoA reductasa (cerivastatina), un agente de accion dual con propiedades
vasodilatadoras y B-bloqueantes (carvedilol) y un antagonista no especifico de los

receptores ET4 y ETp de la endotelina-1 (Ro 48-5695).

Determinar la utilidad terapéutica de la combinacion de un antagonista del receptor
AT1 (losartan) y un inhibidor de la HMG-CoA reductasa (cerivastatina),
identificando los posibles efectos sinérgicos y/o aditivos en los parametros

estudiados.

Determinar si la inhibicion de la actividad transcripcional de NF-kB y AP-1 podria

estar asociada con los beneficios farmacoldgicos en este modelo de ERC.
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Materiales y Métodos

1. Modelo experimental y seguimiento de la enfermedad

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley con un peso comprendido entre 250-300 g de peso
de la colonia criada en nuestra Unidad de Investigacion. Los animales se mantuvieron segin
condiciones establecidas en el RD 1201/2005; Ley 32/2007. Todos los estudios se realizaron
acorde a la “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”. El rifién derecho se extrajo
bajo anestesia ligera con éter. Nueve dias mas tarde, los animales se anestesiaron con
tiopental sddico (Pentotal: 50 mg/kg i.p.; Lab. Abbott, Chicago IL) y se llevaron a la mesa
quirtirgica donde se realizd una laparotomia media con ampliacién a incisidn subcostal
izquierda, visualizando el hilio y rifién izquierdo. Una vez ligadas dos de las tres ramas
arteriales, el rifion sufrié un infarto de sus 2/3 partes, que incluy6 polo superior, inferior y cara
posterior. La temperatura del animal se mantuvo entre 37-38 °C hasta recuperacion de la

anestesia.

Se realizaron dos series de experimentos. La primera estuvo compuesta por animales a
los que se les realizo la técnica quirurgica de 5/6 de nefrectomia y que serian sacrificados 7
dias después de la cirugia (Ct5/6Nx-7d; n=12). En esta misma serie se afiadido un grupo de
ratas a las que se sometid al mismo estrés quirrgico, realizandoles una laparotomia media
con ampliacion a incision subcostal izquierda, con visualizacion del hilio y rifidén izquierdo,
pero sin llevar a cabo la ablacion renal (Sham-7d; n=8). La segunda serie de experimentos
estuvo compuesta por un grupo sham (n=11) y animales con nefrectomia parcial que serian
sacrificados a los 42 dias de la cirugia. Como se muestra en la figura 4, las ratas
nefrectomizadas fueron aleatorizadas para ser utilizadas como controles (Ct5/6Nx-42d; n=8),
o bien recibir los correspondientes tratamientos farmacoldgicos: 1) losartan (n=8; 200 mg/L en
agua de bebida; Merck Sharp & Dohme, Espafia); ii) cerivastatina (n=7; 0,1 mg/kg/dia
mediante sonda oral; Bayer AG, Wuppertal, Alemania); 1iii) losartdn con cerivastatina (n=9) a
las mismas dosis y mediante la misma via de administracion que los tratamientos
individuales, y iv) carvedilol (n=8; 20 mg/L en agua de bebida; Hoffmann-La Roche,
Grenzach, Alemania). Dentro de esta misma serie de experimentos se afadieron, a posteriori,
dos grupos adicionales que recibieron tratamiento con un antagonista no selectivo de los
receptores de endotelina ETA/ETg (Ro 48-5695; n=6; 30 mg/kg/dia mediante sonda oral;
Hoffmann-La Roche, Grenzach, Alemania) y con el inhibidor selectivo de NF-kB, PDTC
(n=6; 200 mg/kg/dia, inyeccion subcutanea; Sigma-Aldrich, San Louis, MO, USA).
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Con el objetivo de observar qué efectos ejercian los farmacos desde los momentos
iniciales de la ablacion renal provocada por el modelo empleado, los tratamientos comenzaron
una semana después de la cirugia y continuaron hasta el final del estudio. Las dosis de los
diferentes farmacos se escogieron en base a diferentes trabajos revisados en la literatura
cientifica (Lafayette, R.A. y col., 1992; Rodriguez-Pérez, J.C. y col., 1997; Bischoff, H. y
col., 1997; Clozel, M. y col., 1999). Los animales fueron entrenados en sus correspondientes
cepos durante 14 dias antes del comienzo de los experimentos para asegurar unas medidas de
tension arterial fiables. El dia de la uninefrectomia se determino la presion arterial basal de
forma incruenta en la cola de la rata (Letica Scientific Instruments: LE-5007; Barcelona).
Justo antes del inicio del tratamiento, a los 24 dias y al final del experimento se realizaron
nuevas medidas electronicas de la presion arterial (figura 4). Se tomaron cinco medidas por
animal, descartando siempre la mas elevada y la mas baja de las obtenidas, de manera que el
valor final fue la media de las tres medidas restantes. Igualmente se registraron los pesos de
cada animal y se recolectaron las correspondientes orinas, para lo que se les dejo 24 horas en
jaula metabodlica. El dia del sacrificio se realizoé perfusion cardiaca con suero fisioldgico a
37°C y se recogieron sangre y muestras de corteza renal para los estudios histologicos y las
determinaciones moleculares. Se tuvo especial cuidado en la recogida de corteza renal para lo

que se dejo un margen amplio de separacion con la médula.
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2. Aislamiento de RNA y determinacion de la expresion génica.

Las muestras de tejido renal se disgregaron en solucion de isotiocianato de guanidinio
y el aislamiento del RNA total se realizo por el método de Chomczynski (Chomczynski, P. y
col., 1987). El RNA total (2 pg en un volumen total de 20 pl) fue retrotranscrito a cDNA a
37°C durante 60 min en presencia de 200 unidades de MMLV-RT (Promega, Madison, WI),
20 unidades de inhibidor de ribonucleasas RNasin (Promega) y 100 pmol de hexanucle6tidos
randomizados (Amersham Biosciences, Buckinghamshare, England). El nivel de expresion de
los genes de interés se determind de forma semicuantitativa mediante RT-PCR en Tiempo
Real (LightCycler Instrument, Roche Applied Science), utilizando el kit comercial FastStart
DNA Master SYBR Green I (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). Este método es
claramente mas ventajoso que la PCR convencional debido a que es mas sensible, mas
preciso, y menos laborioso. Como se puede observar en la figura 5, permite trabajar con
valores de concentracion correspondientes a la zona de la curva en que su segunda derivada
toma un valor maximo (crossing point), donde la homogeneidad de los datos contrasta con la
variabilidad existente en la fase plateau, a la que se suele llegar en el proceso de
cuantificaciéon mediante PCR convencional. Se disefiaron parejas de primers especificos para
la amplificacion de MCP-1, TGF-B1, colagenos (I, II, III, IV, V y VI), fibronectina 1,
laminina B1, pre-proendotelina-1, BMP7, KCP, RNA-pol2a y GAPDH. Las condiciones de
las PCRs se exponen en la Tabla 3. El numero de ciclos de PCR requeridos para alcanzar la
fase logaritmica del proceso de amplificacion o crossing point se determind automaticamente
con el software del LightCycler mediante el calculo del Maximo de la Segunda Derivada.
Para la construccion de las curvas estandar se utilizaron diluciones seriadas de una mezcla de
cDNA de los animales del grupo Sham. Cada muestra se analiz6 en tres experimentos de PCR
independientes. Como medida de la variabilidad en la reaccion de PCR se calculd el
coeficiente de variaciéon (CV) de las tres determinaciones de cada muestra y se obtuvo la
media de los CV para el conjunto de las muestras analizadas (Tabla 3). Los valores de
expresion génica fueron normalizados por los niveles de expresion de GAPDH, que fue
utilizado como gen control o housekeeping gene. Alternativamente, se realizaron
normalizaciones de la expresion génica haciendo uso de RNA-pol2a como gen control,
obteniendo resultados muy similares a los obtenidos con GAPDH. La especificidad de los
productos se verifico mediante el analisis de las curvas de fusion inmediatamente después de

la finalizacién de la reaccion de PCR y mediante electroforesis en geles de agarosa. Se
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confirmo6 la secuencia de ¢cDNA utilizando secuenciador automatico ABI PRISM® 310

(Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Figura 5. Determinacion de la expresion génica mediante PCR convencional y PCR en Tiempo
Real. A) Productos de amplificacion de pre-proET-1 y GAPDH mediante PCR convencional, que permiten
estimar de forma semicuantitativa la diferencia de expresion entre ratas nefrectomizadas (5/6Nx) y no
nefrectomizadas (Sham). Para que las sefiales de bromuro de etidio de los productos separados en geles de
agarosa fueran detectables y cuantificables, las reacciones de PCR se alargaron aproximadamente hasta el final
de la fase logaritmica e inicio de la fase plateau de la PCR, donde el error en la estimacion de la expresion del
RNAm se incrementa de forma considerable. B) Grafico correspondiente a la evolucion de una PCR en Tiempo
Real para el transcrito pre-proET-1. Se ha sefialado la zona de la curva donde se encuentra el crossing point,
cuyo valor se utiliza para determinar la tasa de expresion del transcrito en las muestras indicadas. Por tanto, este
método permite calcular la expresion de un RNAm concreto en la region de la reaccion de la PCR donde la
variabilidad es minima. Se muestran las curvas de amplificacion de pre-proET-1 en tres ratas nefrectomizadas
(5/6Nx) y tres no nefrectomizadas (Sham) y dos curvas correspondientes a muestras sham de concentracion
relativa conocida en una proporcion 4:1 (lineas discontinuas).
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3. Analisis Bioquimico.

La creatinina sérica fue medida mediante un test enzimatico colorimétrico
(Boehringer-Mannheim) en un auto-analizador (Hitachi 717; Boehringer-Mannheim
Biochemical, Mannheim, Germany). La albuminuria se determin6 en las muestras de orina de
24 horas mediante un test inmunoturbidimétrico (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania). Brevemente, se afiade anticuerpo anti-albumina, que reacciona con el antigeno de
la muestra formando un complejo antigeno-anticuerpo. Después de la aglutinacion, la

albumina en orina se calcula por turbidimetria utilizando el estdndar adecuado.

4. Analisis Histologico.

La muestra de rifion no necroética se fijo en formalina tamponada con fosfatos al 10%,
se deshidrat6 en alcoholes de gradacion creciente y se embebid en parafina. Las secciones de
tejido de 5 pum, después de haber sido desparafinadas y rehidratadas, se tifieron con
hematoxilina y eosina, tricromico de Masson y Acido peryédico de Schiff (APS) para una
evaluacion general de las regiones celular y extracelular. Todas las biopsias renales fueron
analizadas por dos patdlogos haciendo uso de un microscopio Olympus BX50 y BX-FLA
(Olympus Optical Co., Europe, GMBH). Las imagenes fueron fotografiadas e impresas a

exposiciones equivalentes.

Al menos siete muestras de rifion tefiidas con tricromico de Masson, seleccionadas
al azar de cinco animales de cada grupo, fueron evaluadas con el objetivo de determinar el
grado de glomeruloesclerosis y dafio tubulointersticial (atrofia, dilatacion, engrosamiento de
la membrana basal tubular, fibrosis e inflamacion intersticial). Todos los glomérulos fueron
analizados teniendo en cuenta el nivel de esclerosis glomerular. Se us6 una escala de dafio
glomerular establecida de 1 a 4. El indice de esclerosis fue determinado segiin el método de
Komatsu (Komatsu y col., 1995). EI dafio tubulointersticial se midi6 mediante escala

semicuantitativa segiin Cao, Z. y col., 2002.
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5. Preparacion de los extractos nucleares.

Los extractos nucleares fueron preparados a partir de piezas de corteza renal (160
mg) los dias del sacrificio. Dichas muestras fueron homogeneizadas en 1ml de tampén
hipotonico (Hepes 20 mM, pH 7,5, NaF 5 mM, Na,MoO,s 10 uM, EDTA 0,1 mM)
suplementado con DTT 1 mM y Nonidet P-40 0,01% con un homogeneizador Dounce en
hielo. Las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 850 x g, y los pellets con el tejido
homegeneizado fueron resuspendidos suavemente en 1 ml de tampdn hipotdnico. Después
de 15 min a 4°C, se anadi6 Nonidet P-40 hasta alcanzar una concentracion final de 0,5%.
Los tubos se agitaron en un vortex a la maxima potencia durante 10 seg y los nucleos se
sedimentaron a 14.000 x g durante 30 seg. Los pellets nucleares se resuspendieron en 100 pl
de tampon de lisis que contenia Hepes (20 mM), pH 7.5, NaCl (400 mM), glicerol (20%),
EDTA (0,1 mM), NaF (10 mM), Na;MoOy4 (10 uM), NaVO; (1 mM), para-nitrofenil fosfato
(10mM), B-glicerofosfato (10 mM), DTT (1 mM) y un cdctel de inhibidores de proteasas de
Active Motif (Carlsbad, CA). Todo fue mezclado enérgicamente en una plataforma a 4°C
durante 30 min, luego se le realiz6 un vortex de 30 seg y se centrifugd durante 10 min a
14.000 x g. Las alicuotas del sobrenadante que contenian las proteinas nucleares se
almacenaron a -80°C. El contenido proteico fue determinado mediante un ensayo de

cuantificacion de proteinas de Bio-Rad (Bio-Rad protein assay).

6. Ensayo de union de factores de transcripcion.

La actividad de union al DNA de NF-kB y AP-1 se midi6 utilizando un ensayo
basado en los fundamentos del método de ELISA. El factor de transcripcion de interés es
capturado no por un anticuerpo, como en un ELISA clésico, sino por un oligonucleotido de
doble cadena que contiene el sitio consenso de union para el factor nuclear (Renard, P. y

col., 2001) como se ilustra en la figura 6.

La activacion de NF-kB y AP-1 fue medida usando los kits Trans-AM ™ NF-kB p65
y Trans-AM™ AP-1 Family (Active Motif, Carlsbad, CA), respectivamente, segin las
instrucciones del fabricante. Los oligonucledtidos especificos inmovilizados en placas de 96
pocillos que contenian una secuencia consenso para NF-kB (5’-GGGACTTTCC-3’) o bien
para AP-1 (5’-TGAGTCA-3") fueron incubados con los extractos nucleares (20 y 50 g,

respectivamente) durante 1 hora a temperatura ambiente. Como se observa en la figura 7, la
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especificidad de los ensayos de union a AP-1 y NF-kB se verifico mediante experimentos de
competiciéon en ausencia o presencia de los oligonucleotidos consenso o sus variantes
mutadas. Las secuencias de los oligonucledtidos que contenian las versiones mutadas de NF-
kB 0 AP-1 fueron 5’-AGTTGAGCTCACTTTCCCAGGC-3’ y 5’-
CGCTTGAGGAGTCGGCCGGAA-3’, respectivamente. Con el fin de determinar Ia

cantidad de NF-kB o AP-1 que estaba unida a su DNA correspondiente, se utilizaron
anticuerpos primarios especificos para NF-kB p65 o para proteinas de las familias Fos y Jun,
como c-Fos, FosB, c-Jun y JunD. A continuacion se realizé incubacion con un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de radbano. Al final de la reaccion de revelado, la

absorbancia se determind por espectrofotometria a 450 nm.
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Figura 6. Diagrama de flujo del ensayo de union de factores de transcripcion TransAM. Los
factores de transcripcion activados en un extracto celular se unen a los oligonucledtidos inmovilizados en el
pocillo. La actividad del factor de transcripcion se determina tras incubacidon con anticuerpos primario y

secundario, igual a como se haria en un ensayo de ELISA convencional.
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Figura 7. Ensayos de especificidad para NF-kB y AP-1. Se realizaron sendos experimentos de
competicion, analizando la union de los factores nucleares a los oligonucledtidos inmovilizados en la placa en
ausencia o presencia de cantidades saturantes (20pmol) de oligonucledtidos que contenian las secuencias

consenso de union (oligo consenso) o sus variantes mutadas (oligo mutado).
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7. Analisis Inmunohistoquimico.

Las muestras fueron tratadas respectivamente con anticuerpos especificos: monoclonal
de raton anti-NF-xB p65 (SC-8008; 1:200) y policlonal de conejo anti-TGF-B1 (SC-146;
1:100) de Santa Cruz Biotechnology; policlonal de conejo anti-endotelina-1 (6901, 1:100) de
Peninsula Lab.; monoclonal de raton anti-macréfago (MO632; 1:50) de Dako Lab.;
monoclonal de ratén anti-colageno IV (C-1926) y policlonal de conejo anti-fibronectina (F-

3648) de Sigma.

La inmunoreactividad fue detectada mediante el método de streptavidina-biotina-
peroxidasa. Brevemente, las secciones de tejido de 5 um fueron desparafinadas, rehidratadas y
pretratadas para anular la actividad peroxidada endégena con H,O; al 3% en metanol, durante
30 min a temperatura ambiente. A continuacion se bloque6 con BSA al 1% y suero de cabra
al 1% en TBS a temperatura ambiente durante 30 min, seguido por incubacién con los
respectivos anticuerpos en TBS madés Triton X-100 al 0,5%, a 4°C durante 16 h y con
anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina de conejo (Caltag Labs., 1:200 en TBS) durante 1 h
a temperatura ambiente. Las secciones fueron incubadas con streptavidina-biotina-peroxidasa
(Caltag Labs., 1:200 en TBS) durante 1 h a temperatura ambiente y la peroxidada unida al
tejido se reveld con 3,3’-diaminobenzidina al 0,05% y H»O, al 0,003% en tampon Tris-HCI
(pH 7,6) 0,1 M. Finalmente, las muestras fueron tefiidas con hematoxilina de Harris y
montadas en resina sintética (DPX). Los controles negativos se realizaron en ausencia del

anticuerpo primario.

8. Analisis Estadistico

Los datos se presentaron como la media + el error tipico salvo que se indique lo
contrario. Las desviaciones de la normal se evaluaron mediante el estadistico Kolmogorov-
Smirnov. Las variables que no siguieron una distribucion normal fueron transformadas
logaritmicamente. La diferencia de medias entre grupos fue valorada mediante la prueba t de
Student y mediante el andlisis de la varianza de un factor (ANOVA) con la correccion de
Bonferroni si se comparaban mas de dos grupos. Cuando el numero total de observaciones
resulto insuficiente para verificar el ajuste de los datos a una distribucidon normal, se utilizaron
tests de estadistica no paramétrica (U de Mann-Whitney y H de Kruskal-Wallis). Donde se
indique, las variables NF-kB y AP-1 se categorizaron en cuartiles, modo de agrupacioén que

consideramos adecuado para el tamafio muestral de nuestra poblaciéon. Como los valores de
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AP-1 fueron muy similares en los cuartiles 1, 2 y 3 y diferian claramente de los del
cuartil 4, en algunos andlisis los cuartiles 1, 2 y 3 se agruparon en una sola categoria. La
asociacion entre variables continuas se realizd0 mediante el calculo del coeficiente de
correlacion de Pearson, salvo cuando alguna de las variables no se ajustaba a la normalidad,
en cuyo caso se calculd la Rho de Spearman. Con objeto de averiguar si NF-kB y AP-1
contribuian independientemente a la varianza de la expresion del RNAm de coldgeno 1V,
fibronectina 1, pre-proET-1 y MCP-1 se realizaron analisis de regresion lineal multiple. El
nivel de significacion estadistica se establecio para una P < 0,05. El analisis de los datos se

llevo a cabo utilizando el Paquete Estadistico SPSS 15.0.
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Resulta logico pensar que para encontrar el tratamiento mas adecuado de cualquier
patologia, pueda ser de gran ayuda tener un conocimiento profundo de los mecanismos que la
originan, de igual forma que es necesario disponer de herramientas farmacologicas apropiadas
para hacerle frente. En el modelo de insuficiencia renal crénica utilizado en nuestro estudio,
consideramos que aunque a los 7 dias de la ablacioén renal aun es temprano para apreciar
cambios histopatologicos en el rifién, se podrian estar desencadenando los mecanismos
moleculares responsables de la génesis y progresion de la enfermedad. Debido a que la
mayoria de modelos experimentales retinen grandes analogias en etapas avanzadas de la
enfermedad renal, nosotros preferimos centrarnos en fases relativamente tempranas. Por ello
se seleccionaron tiempos de seguimiento a 7y 42 dias. En la figura 8 se muestra el estado de
los rifiones a los tiempos indicados, evaluado inicialmente en base a la deposicién de

proteinas de matriz extracelular. Estas se visualizan en azul mediante la tincion Tricromica de

Masson.
42 dias
Sham ! oo,
' 5 a'gi ._ ..|_ ( !..{Iﬁ-
2 YV& fg{fﬁ?
- "*“ pE
.
Ct 5/6 Nx

Figura 8. Determinacion de deposicion de matriz extracelular a los 7 y 42 dias de la ablacién renal.
Secciones de Spm de corteza renal de las ratas tras 7 y 42 dias de realizada la nefrectomia y sus correspondientes
controles fueron visualizadas mediante tincion tricromica de Masson y evaluadas con microscopio Olympus
BX50 y BX-FLA. El color azul corresponde a fibras de matriz extracelular y pone de relieve el engrosamiento de
las membranas basales en los glomérulos y la expansion del espacio tubulointersticial. Aumento original entre

200x y 400x.
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En los apartados sucesivos, se muestran los resultados obtenidos a los 7 y 42 dias de la
nefrectomia, asi como los correspondientes a las diferentes estrategias farmacolodgicas
utilizadas. Los experimentos realizados estuvieron encaminados a dilucidar la relacion
existente entre los resultados del estudio histoldgico y los indicadores moleculares de dafio a

los respectivos tiempos de evolucion en el modelo de 5/6 de nefrectomia.

1.1.  Parametros sistémicos

Se valoro6 si los animales nefrectomizados experimentaban cambios de presion arterial
y se analiz6 si habia indicios de dafio microvascular mediante la determinacion de la
albuminuria. Como se muestra en la figura 9, desde los 7 dias los animales nefrectomizados
presentaron un incremento acusado de la PA sistélica (P < 0,0001, vs. Sham). La hipertension
se acompafi6é de un aumento muy marcado de excrecion urinaria de albumina (P < 0,0001, vs.

Sham).

200 60
Basal Basal skeskskok
soskkok i '
_ M 7 dias —~ 5071 M 7dias
:I? 180 T * :Uli .-
= £
g’ 160 T —
® & 307
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0 ] S 201
E 140 £
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o 1201 <
0- ——
100 T T '10 T T
Sham 5/6 Nx Sham 5/6 Nx

Figura 9. Efecto de la ablacion renal en la PA sistolica y la albuminuria a los 7 dias. Las medidas de
la PAS se realizaron de forma incruenta en la cola de los animales con un analizador automatico de presion
arterial (LE-5007 Letica Scientific Instruments). La albuminuria se determind en muestras de orina (recogidas
durante 24 horas) mediante test inmunoturbidimétrico (Roche Diagnostics). La PA sistdlica y la albuminuria
basales fueron medidas antes de practicar la uninefrectomia derecha. Las barras representan un intervalo de

confianza del 95%. ****P < (,0001 vs. Sham.
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1.2.  Analisis Histologico y Morfologico

La apariencia histologica de los rifiones del grupo Sham-7d y del grupo Ct5/6Nx-7d
fue totalmente normal sin diferencias entre ellos (figura 8). Soélo se aprecia tincion de
proteinas de matriz extracelular en la adventicia de los capilares y en las delgadas laminas

basales de tubulos y glomérulos.

1.3. Expresion génica

Aunque a los 7 dias no se apreciaron cambios morfoldgicos en las ratas
nefrectomizadas, nos preguntamos si podrian detectarse cambios de expresion en diversos
genes que codifican para proteinas de matriz, asi como en aquellos capaces de regular la
sintesis de estas proteinas. Estas alteraciones a nivel molecular podrian ser una manifestacion
temprana de los cambios morfologicos que se observan a los 42 dias y de los procesos
fisiopatologicos involucrados en la progresion de la enfermedad renal cronica. Como se
muestra en la figura 10, el grupo de ratas al que se le realiz6 el procedimiento quirrgico
(Ct5/6Nx-7d) presentaron un incremento significativo de expresion del RNAm de las
proteinas de matriz extracelular indicadas: colagenos tipo I, III, IV, V y VI (P < 0,05 vs.

Sham), fibronectina 1 (P < 0,001 vs. Sham) y laminina B1 (P < 0,05 vs. Sham).

El aumento de expresion de las proteinas de matriz extracelular, no se acompafi6o de
una modificacion de la expresion del RNAm de TGF-B1 (figura 11A). Sin embargo, BMP7 y
KCP, dos proteinas que promueven acciones opuestas a TGF-B1 en células epiteliales renales,
presentaron una reduccion significativa de expresion en los animales con ablacion renal (15%,
P < 0,05y 50%, P <0,0001 de inhibicién vs. Sham, respectivamente). Como se muestra en la
figura 11B, la tasa de expresion de BMP7 guardd una estrecha correlacion con la de su

agonista KCP (r = 0,66; P <0,01).
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Figura 10. Expresion del RNAm de proteinas de matriz extracelular a los 7 dias de la nefrectomia.
El nivel de expresion de los genes analizados se determind de forma semicuantitativa mediante RT-PCR en
tiempo real (LightCycler Instrument) como se indica en la seccion de Material y Métodos. Las muestras fueron
analizadas al menos en tres experimentos de PCR independientes y el promedio se utiliz6 para el analisis
estadistico posterior. Los valores de expresion génica fueron normalizados utilizando GAPDH como gen control.

Los datos corresponden a la media + el error tipico. ***P < 0,001 vs. Sham, *P < 0,05 vs. Sham.
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Figura 11. Expresion del RNAm de TGF-1, BMP7 y KCP a los 7 dias de la ablacién renal. A) El
nivel de expresion de TGF-f1, BMP7 y KCP se determind de forma semicuantitativa mediante RT-PCR en
tiempo real (LightCycler Instrument) como se indica en la seccion de Material y Métodos. Las muestras fueron
analizadas en tres experimentos de PCR independientes. Los valores de expresion génica fueron normalizados
utilizando GAPDH como gen control. Las columnas representan la media + el error tipico. ****P < 0,0001 vs.
Sham, *P < 0,05 vs. Sham B) Grafico de correlacion entre la expresion génica de BMP7 y KCP. r: coeficiente de

correlacion de Pearson.
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Por otra parte, la tasa de expresion del RNAm de la citocina quimiotactica MCP-1, que
participa en el reclutamiento de monocitos en las zonas de lesién renal, presentd un
incremento de dos veces en los animales nefrectomizados respecto a los del grupo Sham-7d

(figura 12). Sin embargo, esta diferencia no llegd a alcanzar significacion estadistica (P =

0,098).

3,0

2,54

2,04

1,54

1,04

RNAmde MCP-1

0,5-

T
Sham 5/6 Nx

Figura 12. Expresion del RNAm de MCP-1 en los grupos Sham-7d y Ct5/6Nx-7d a los 7 dias. El
nivel de expresion de MCP-1 se determind de forma semicuantitativa mediante RT-PCR en tiempo real
(LightCycler Instrument) como se indica en la seccion de Material y Métodos. Las muestras fueron analizadas en
tres experimentos de PCR independientes y el promedio se utilizO para el analisis estadistico posterior. Los
valores de expresion génica fueron normalizados utilizando GAPDH como gen control. Los datos corresponden

a la media =+ el error tipico.
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2.1. Parametros sistémicos

Para valorar el estado de los animales tras 42 dias de nefrectomia se midi6 la PA
inmediatamente antes de la eutanasia y se determinaron los valores de albuminuria y
creatinina en plasma. Como se observa en la figura 13, la PAS estaba claramente
incrementada respecto al grupo Sham (Ct5/6Nx-42d: 20444, Sham-42d: 129+3 mmHg, P <
0,0001). Estas cifras fueron incluso superiores a las observadas a los 7 dias (Ct5/6Nx-7d:
179+2 mmHg; ver apartado 1.1. de esta seccion). Igualmente, la albuminuria y la creatinina

presentaron niveles considerablemente elevados en las ratas nefrectomizadas (figura 13).
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Figura 13. Presion arterial, albuminuria, creatinina en plasma y parametros morfologicos en los
animales operados sin tratamiento (Ct5/6Nx-42d) frente a los no operados (Sham-42d) a los 42 dias. Las
medidas de la PAS se realizaron de forma incruenta en la cola de los animales con un analizador automatico de
presion arterial (LE-5007 Letica Scientific Instruments). La albuminuria se determind en muestras de orina
(recogidas durante 24 horas) mediante test inmunoturbidimétrico (Roche Diagnostics GmbH). La creatinina
sérica fue medida mediante un test enzimatico colorimétrico (Boehringer-Mannheim) en auto-analizador
(Hitachi 717; Boehringer-Mannheim Biochemical). Los indices de dafio renal GIS y DTI se determinaron por el
método de Komatsu y mediante escala semicuantitativa segiin Cao, Z. y col., 2002, respectivamente. Las barras

representan un intervalo de confianza del 95%. ****P < 0,0001, ***P < 0,001 y **P < 0,01 vs. Sham.
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2.2.  Analisis Histolégico y Morfolégico

La apariencia histologica de los rifiones del grupo Sham-42d fue totalmente normal
(figuras 14a y 14b), mientras que los pertenecientes al grupo Ct5/6Nx-42d desarrollaron
cambios focales degenerativos. Los glomérulos (figuras 14c y 14d) mostraron diferentes
grados de esclerosis con colapso capilar y dilatacion, aumento de matriz mesangial,
mesangiolisis, deposicion hialina positiva para APS (figura 14d) y adhesion del ovillo
glomerular a la cdpsula de Bowman. La lamina basal de ésta capsula se vio notablemente
engrosada debido a la deposicion de tejido conectivo (figura 14d, detalle inferior). Un
engrosamiento similar de la membrana basal se observo alrededor de los tabulos, debido en
parte, a material positivo para APS (figuras 14e y 14f). Los tibulos mostraron ademas,
cambios degenerativos como atrofia tubular, dilatacion (figura 14e, detalle superior),
descamacion de células epiteliales tubulares, acimulo de material en la luz tubular (figura

14e, detalle inferior) y degeneracion hialina (figura 14f, detalle).

El engrosamiento del espacio intersticial fue evidente (figuras 14e y 14f) y fue debido
a la acumulacioén de fibroblastos y deposicion de matriz extracelular que se tifio de verde
haciendo uso del tricrémico de Masson. Mediante inmunohistoquimica también se pudo
observar presencia de macrofagos en las regiones tubulointersticiales engrosadas (figura 14c,

detalle).

Estos cambios estuvieron en consonancia con el grado de lesion glomerular (GIS) y
tubulointersticial (DTI), que dieron cuenta del dafio que experimentaron los rifiones de los

animales con ablacion renal respecto a los del grupo Sham-42d (figura 13).
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Ct 5/6Nx-42d Sham-42d

Ct 5/6Nx-42d

Figura 14. Evaluacién histolégica glomerular y tubulointersticial. Alteraciones histologicas
importantes en glomérulos de las ratas sometidas a 5/6 de nefrectomia mostrando colapso capilar y dilatacion (c),
deposicion de matriz mesangial (c, d), hialinosis (d, detalle superior), y engrosamiento de la capsula de Bowman
(d, detalle inferior). Infiltrado intersticial inespecifico (e, f) con macrofagos aislados (c, detalle) entre tiibulos con
lamina basal engrosada (e) y material positivo para APS (f). Dilatacion de la luz de los tubulos, (e, detalle
superior) apreciandose dafio celular y material tefiido con APS (e, detalle inferior; f, detalle). Estos cambios
patolégicos contrastan con la histologia normal de los grupos Sham (a, b). Tincién tricromica de Masson (figuras

a la izquierda) y tincion de APS (figuras a la derecha).

2.3. Expresion génica

De forma general, la expresion del RNAm de proteinas de matriz extracelular en el
grupo Ct5/6Nx-42d fue claramente superior a la encontrada en el grupo Sham-42d (Tabla 4).
Asi, los colagenos I, 111, IV y V presentaron aumentos de expresion significativos (P < 0,05).
Sin embargo, la pérdida de masa renal no provocd cambios en la tasa de expresion del

colageno Il y, aunque el coldgeno VI present6 valores de expresion aumentados 2,5 veces, la
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diferencia con el grupo Sham no alcanz6 significacion estadistica (P = 0,06). Por otra parte, la
expresion de fibronectina 1 se incrementd por encima de las 4 veces (P < 0,0001), mientras
que en el caso de la laminina B1 no se encontraron diferencias de expresion entre los animales

nefrectomizados y los del grupo Sham.

En contraste con lo que sucedia a los siete dias (figura 11), tras 42 dias de ablacion
renal se observo sobreexpresion del RNAm de TGF-1 (P < 0,05), pero no de BMP7 ni de
KCP. Como se muestra en la Tabla 4, los niveles de expresion del RNAm de la sustancia
vasoactiva pre-proET-1 y del mediador de inflamacion MCP-1 experimentaron un claro
aumento en el grupo de ratas con nefrectomia subtotal frente a las correspondientes al grupo

Sham (P <0,01).

Tabla 4. Tasas de expresion del RNAm de diferentes genes en los grupos

Sham-42d 'y Ct 5/6 Nx-42d.

Sham 5/6 Nx P
Coléageno I 0,94 £0,14 2,46 £ 0,38 <0,01
Coléageno II 0,80 +£0,12 0,92 +0,33 N.S.
Colageno 111 0,90 + 0,06 2,06 £ 0,32 <0,05
Colageno IV 1,00 + 0,06 2,18+0,17 <0,0001
Colageno V 1,00 +0,10 1,86 + 0,31 <0,05
Colageno VI 1,00 +0,10 2,53 +0,75 N.S. (= 0,06)
Fibronectina 1 1,00 £ 0,06 4,18 £0,73 <0,0001
Laminina B1 1,00 £ 0,05 1,22 £0,09 N.S.
TGF-B1 1,00 + 0,05 1,77 £ 0,24 <0,05
Bmp7 1,00 + 0,08 1,16 £0,13 N.S.
Kcep 1,00 +0,13 1,15 +0,16 N.S.
Pre-proET-1 1,00 £ 0,14 2,84 £0,68 <0,01
MCP-1 1,00 £ 0,13 3,63 +0,78 <0,01
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2.4. Actividad de NF-kB y AP-1.

A continuacion, realizamos experimentos encaminados a determinar el grado de
activacion de NF-kB en los animales nefrectomizados. Encontramos un incremento de los
niveles de la subunidad p65 de NF-kB en los extractos nucleares de corteza renal de los
animales nefrectomizados (figura 15). Se escogié la subunidad p65 de NF-kB porque esta
contiene un dominio de activacion de la transcripcion, no existente en la subunidad p50

(Guijarro, C. y col., 2001).

El papel que juega NF-kB, y especificamente la isoforma p65/p50 como mediador
patogénico en la ERC, nos llevo a indagar si existia alguna relacion entre su activacion y los
parametros morfologicos de dafio glomerular (GIS) y tabulointersticial (DTI) en nuestro
estudio. La figura 15 B ilustra claramente la correlacion existente entre la actividad de NF-kB

y el GIS (r=0,87; P <0,0001) o DTI (r = 0,83; P < 0,0001).
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Figura 15. Activacion de NF-kB en el modelo de 5/6 de nefrectomia. La actividad de NF-kB fue
medida usando el kit Trans-AM™ NF-kB p65 Family de Active Motif. Los parametros de dafio renal GIS y DTI
se determinaron por el método de Komatsu y mediante escala semicuantitativa segin Cao Z y col., 2002,
respectivamente, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. A) Actividad de NF-«B de los grupos
Sham-42d y Ct5/6Nx-42d. Las barras corresponden a un intervalo de confianza del 95%. *P < 0,001 vs. Sham.
B) Andlisis de correlacion entre la actividad de NF-kB y los indices de dafio glomerular (GIS) y
tubulointersticial (DTI) en las ratas correspondientes a los grupos Sham-42d y Ct5/6 Nx-42d.
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Diferentes estudios han puesto de manifiesto la capacidad de NF-xB para modular la
expresion de proteinas de matriz extracelular como fibronectina 1, citocinas como MCP-1 y
sustancias vasoactivas como endotelina-1 en distintos tipos celulares del rifion (Rovin, B.H. y
col., 1995; Wang, Y. y col., 1999; Gomez-Garre, D. y col., 2001). Ademads, se han localizado
elementos de respuesta a NF-kB en la region promotora de estos genes (Lee, B.H. y col.,
2002; Xing, L. y Remick, D.G., 2007; Quehenberger, P. y col., 2000), por lo que decidimos
evaluar la existencia o ausencia de correlacion entre la actividad de este factor nuclear y la
expresion de los genes que codifican para las proteinas mencionadas. Se observo una estrecha
correlacion entre la actividad de NF-kB y la expresion del RNAm de fibronectina 1 (P <
0,01), MCP-1 (P < 0,001) y pre-proET-1 (P < 0,01) en el conjunto de animales de los grupos
Sham-42d y Ct5/6Nx-42d (Tabla 5).

Tabla 5. Correlacion entre la actividad de NF-xB y la expresion de
diferentes genes involucrados en el daio renal en los animales
de los grupos Sham-42d y Ct5/6Nx-42d.

Correlacion de Pearson

r P
Fibronectina 1 0,62 < 0,01
MCP-1 0,72 <0,001
Pre-proET-1 0,63 <0,01

Con objeto de comprobar si la inhibicion selectiva de NF-kB condicionaba la
inducciéon de algunos genes involucrados en la progresion de la enfermedad renal,
determinamos la expresion de TGF-B1, colageno IV, fibronectina 1 y MCP-1 en un grupo
tratado con PDTC, un inhibidor selectivo de NF-kB. Como se muestra en la figura 16, se
observo una clara reversion de la sobreexpresion de los cuatro genes mencionados. Mientras
que TGF-B1, colageno IV y MCP-1 experimentaron una reversion completa, en el caso de la

fibronectina 1 la reversion inducida por PDTC fue de un 65%.
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Figura 16. Efectos del PDTC en la expresion del RNAm de TGF-B1, coligeno 1V, fibronectina 1y
MCP-1 en ratas nefrectomizadas. Una semana después de completar la cirugia los animales fueron
seleccionados aleatoriamente para recibir tratamiento con vehiculo o PDTC (200 mg/kg/dia, inyeccion
subcutanea) durante cinco semanas. La expresion de RNAm se determind mediante PCR en Tiempo Real como
se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra se analizd en tres experimentos de PCR
independientes. Los valores de expresion génica fueron normalizados por los niveles de expresion de GAPDH.
El histograma representa la media + el error tipico. Col-IV: colageno IV, Fibr-1: fibronectina 1.*P < 0,05 vs.

Sham, { P < 0,05 vs. Ct5/6Nx.

Con la intencién de investigar si AP-1 estaba jugando algun papel en el desarrollo de
la patologia en nuestro modelo y qué elementos de la superfamilia podian estar involucrados,
realizamos medidas de la actividad de AP-1, analizando la participacion de c-Fos, FosB, c-Jun
y JunD. En un pool de extractos nucleares de los animales correspondientes al grupo
Ct5/6Nx-42d encontramos niveles de c-Fos elevados, pero no de los otros componentes de
AP-1: FosB, c-Jun ni JunD (101, 100 y 103 respectivamente, en porcentajes de los valores del
grupo Sham-42d; figura 17A). Sin embargo, el incremento de c-Fos en las ratas
nefrectomizadas analizadas individualmente se produjo a expensas de la fuerte activacion de
c-Fos s6lo en la mitad de animales del grupo (Ct5/6Nx-42d: 0,18+0,07; Sham-42d: 0,08+0,01,
NS).
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A continuacién, analizamos si los valores de c-Fos estaban relacionados con los
parametros morfolégicos de dafio glomerular (GIS) y tubulointersticial (DTI). Para ello,
tomando en cuenta el tamafo de nuestra muestra, categorizamos c-Fos en cuartiles. Como los
valores de cFos eran muy similares en los cuartiles 1, 2 y 3 y diferian claramente de los del
cuartil 4, establecimos dos categorias: cuartiles 1 a 3 y cuartil 4 (figura 17B). En los animales
con niveles de c-Fos en el cuartil 4, los valores de GIS y DTI fueron de dos a tres veces

superiores a las tasas de dafio correspondientes a los cuartiles 1 a 3 de c-Fos (figura 17B).
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Figura 17. AP-1 en modelo de 5/6 de nefrectomia. A) Valores relativos de las diferentes proteinas de la
familia AP-1 (c-Fos, FosB, c-Jun y JunD) en los grupos Sham-42d y Ct5/6Nx-42d. La actividad de AP-1 fue
medida usando el kit Trans-AM™ AP-1 Family (Active Motif). Con el fin de determinar la cantidad de AP-1
unido al DNA, se utilizaron anticuerpos primarios especificos para las proteinas c-Fos, FosB, c-Jun y JunD. B)
Analisis de los parametros morfologicos de daiio glomerular (GIS) y tubulointersticial (DTI) en el conjunto de
animales de los grupos Sham-42d y Ct5/6Nx-42d para las dos categorias de c-Fos establecidas (cuartiles 1 a 3 y
cuartil 4). Los pardmetros GIS y DTI se determinaron mediante método de Komatsu y mediante escala
semicuantitativa segiin Cao, Z. y col., 2002 respectivamente, como se describe en la seccion de Materiales y

Métodos. *P < 0,05 vs. cuartiles 1 a 3.
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También analizamos si la actividad de AP-1 en el modelo de 5/6Nx estaba asociada a
la expresion génica de proteinas involucradas en la progresion del dafio renal como
fibronectina 1, MCP-1, pre-proET-1 y colageno IV. Para ello, realizamos un analisis de
correlaciéon tomando los datos de expresion génica obtenidos de los animales de los grupos
Ct5/6Nx-42d y Sham-42d y los correspondientes valores de actividad del factor nuclear AP-1.
Los resultados mostraron la existencia de correlacion entre la actividad de AP-1 y la
expresion de fibronectina 1, MCP-1 y coldgeno IV (Tabla 6). Aunque no se encontré una
correlacion significativa entre la expresion de la pre-proET-1 y la actividad de AP-1, pudimos

apreciar cierta tendencia a la asociacion de ambas variables (P = 0,07).

Tabla 6. Correlacién entre la actividad de AP-1 y la expresion de
diferentes genes involucrados en el dafno renal en los animales
de los grupos Sham-42d y Ct5/6Nx-42d.

Correlacion de Pearson

r P
Fibronectina 1 0,70 <0,01
MCP-1 0,61 <0,01
Pre-proET-1 0,42 =0,07
Colageno IV 0,59 <0,01
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Como ya hemos comentado, AP-1 es capaz de actuar de forma coordinada con el
TGF-B para regular la expresion de diferentes genes profibroticos (Rodriguez-Pascual, F. y
col., 2003; Tharaux, P. L. y col., 2000; de Borst, M. H. y col., 2007; Hocevar, B. A. y col.,
1999). Igualmente, se ha hecho referencia a diferentes trabajos que ponen de manifiesto la
capacidad del TGF-B1 para regular la composicion y arquitectura de la matriz extracelular en
glomérulo e intersticio gracias a su habilidad para modificar la expresion de proteinas de
matriz como laminina, coldgenos y fibronectina 1 (ver apartado 2.1 de la seccion
Introduccioén). Por ello, realizamos un analisis de correlacion entre la expresion del RNAm del
TGF-B1 y de los genes profibroticos que se muestran en la Tabla 7. Las muestras utilizadas
correspondieron al conjunto de animales de los grupos Ct5/6Nx-42d y Sham-42d. Los
resultados obtenidos pusieron de manifiesto la estrecha correlacion existente entre la tasa de
expresion génica del TGF-B1 y la correspondiente a los genes fibronectina 1, pre-proET-1,

colageno I y colagenos Il a VI (Tabla 7) en el modelo de 5/6Nx.

Tabla 7. Correlacion entre los niveles de expresion de TGF- y la
expresion de diferentes genes involucrados en el daio renal en
los animales de los grupos Sham-42d y Ct5/6Nx-42d.

Correlacion de Pearson

r P
Fibronectina 1 0,85 < 0,0001
Pre-proET-1 0,72 <0,001
Colageno | 0,83 <0,0001
Colageno lli 0,88 <0,0001
Colageno IV 0,84 <0,0001
Colageno V 0,91 < 0,0001
Colageno VI 0,72 < 0,001
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3.1. Parametros sistémicos

Las curvas de ganancia de peso fueron similares en todos los grupos experimentales.
Con vistas a determinar qué efectos tuvieron los diferentes farmacos sobre la presion arterial,
se hicieron determinaciones de PAS a diferentes tiempos (figuras 18 y 19). Los tratamientos
con losartan, losartan + cerivastatina y carvedilol redujeron la PAS a niveles similares a los
del grupo Sham-42d, siendo el grupo Losartan + Cerivastatina el que alcanz6 los valores mas
bajos (1311 mmHg) (figura 18). En los dos grupos que recibieron tratamiento con losartan,
la PAS experiment6 una reduccion parcial desde el dia 24 del experimento, pero no se alcanz6
una normalizacién completa hasta el dia 42 (figura 19). Sin embargo, el carvedilol alcanzé un
efecto antihipertensivo maximo desde los 24 dias. Aunque ni la cerivastatina ni el antagonista
de los receptores ETA y ETg (Ro 48-5695) fueron capaces de normalizar las cifras de PAS, si
que detuvieron su aumento a partir del dia 7 del experimento (figura 19); de hecho, la
cerivastatina provoco una reduccion de la PAS de 10 mmHg, que se aprecio desde el dia 24 y

se mantuvo hasta el final del experimento.
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Figura 18. Efecto de los tratamientos con losartan, cerivastatina, losartan + cerivastatina, carvedilol
y Ro 48-5695 sobre los valores de la PAS al final del estudio. Las medidas de la PAS se realizaron de forma
incruenta en la cola de los animales con un analizador automatico de presion arterial (LE-5007 Letica Scientific
Instruments). Las barras representan intervalos de confianza de un 95%. *P < 0,0001 vs. Sham, P < 0,0001, P

<0,001 vs. Ct5/6Nx.
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Figura 19. Evolucion de la PAS en los animales tratados con losartan, cerivastatina, losartin +
cerivastatina, carvedilol y Ro 48-5695 a lo largo del estudio. Las medidas de la PAS se realizaron de forma
incruenta en la cola de las ratas con un analizador automatico de presion arterial (LE-5007 Letica Scientific
Instruments) en los momentos indicados: el dia de la uninefrectomia derecha (basal:b) y los dias 7 (inicio de los
tratamientos), 24 y 42 tras la nefrectomia. Las barras representan intervalos de confianza de un 95%. El analisis
estadistico se realiz6 mediante el test de la t de Student para datos apareados. *P < 0,001 vs. basal, P < 0,001

vs. 7 dias, TP < 0,05 vs. 7 dias.
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A continuacioén se evalu6 el efecto de los tratamientos farmacolégicos sobre el estado
de la barrera de filtrado glomerular. La albuminuria se mantuvo elevada hasta el final del
estudio en las ratas nefrectomizadas que no recibieron tratamiento. Ni el carvedilol, ni la
cerivastatina pudieron prevenir la excrecion urinaria de albumina (Tabla 8). Por el contrario,
los animales pertenecientes al grupo Losartan + Cerivastatina experimentaron una reversion
completa de la albuminuria, mientras que el grupo en tratamiento con losartdn presentod
valores de excrecion de albumina cercanos a los del grupo Sham. El grupo Ro 48-5695
mostr6 valores de albuminuria reducidos respecto al grupo Ct5/6Nx-42d, aunque continuaron

siendo moderadamente elevados respecto al grupo Sham (P < 0,05).

La disminucion de la funcion renal, evaluada seglin los niveles de creatinina sérica,
fue revertida parcialmente en los animales del grupo Losartan (50% de reversion, P <0,01) y
de forma ain mas clara en los grupos tratados con cerivastatina o con losartdn mas
cerivastatina (60% de reversion, P < 0,001). Por otra parte, el tratamiento con el antagonista
de los receptores de endotelina, Ro 48-5695, fue incapaz de reducir el incremento de

creatinina sérica provocado por la pérdida de masa renal (Tabla 8).

Tabla 8. Albuminuria, creatinina sérica y parametros morfoldégicos de todos los grupos al
final del estudio.

Albuminu Creatinitia
um;?‘m Sérica GIS DTI
(tngfdia) (mgfdL)

Sham-42d 1+04 0,52+£0,05 1n+2 n3+£0,2
Ct5 /6 Mx-4 2d S0+4® 142+0024 138 £ 194 26x03¢
Losartan 20,4 0,96 +£0,074 40+ 127 n4+0,3%
Cerivastatina 33+£11¢ 0,87 +0,03% 95+ 22b l4+0,2%
Losartan + 1 £0,5% 0,80 +0,03% 20+ 3 0,4+0,2%
Cenvastatina
Carvedilol 25+ 70 (. d.) 634 20% 0,4+0,2%
Eo43-5695 44 ] = 1,31 £ 0,15" l12g+1514 1,9+0,3"

Los valores representan las medias £ SEM. *P < 0,05, P < 0,01, °P < 0,001 y P < 0,0001 vs.
Sham-42d; *P < 0,05, *P < 0,01, *P < 0,001 y “P < 0,0001 vs. Ct5/6Nx-42d; GIS, indice de

dafio glomerular; DTI, indice de dafio tubulointersticial; n. d., no determinado.
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3.2.  Analisis Histolégico y Morfologico

Para averiguar si los distintos tratamientos tuvieron alguna influencia en la morfologia
del rinén remanente con 2/3 de nefrectomia, se realizaron valoraciones histologicas con ayuda
de las tinciones tricromica de Masson y del acido peryodico de Schiff, y se determinaron las

tasas de dafio renal GIS y DTL

Cuando los animales fueron tratados con losartan (figuras 20g y 20h) o con la
combinacion de losartdn mas cerivastatina (figuras 201 y 20j), las alteraciones morfologicas en
glomérulos y en el espacio tubulointersticial mejoraron considerablemente, si bien esta mejora
fue mas clara en el grupo que recibi6 la terapia combinada. En este sentido, la acumulacion de
proteinas de matriz, determinada mediante tincion con APS, estuvo parcialmente
incrementada en las laminas basales de las ratas del grupo Losartan (figura 20h). También se
contabilizaron algunos glomérulos retraidos en areas focales del tejido renal de los animales
de este grupo, mientras que no se observaron diferencias morfoldgicas entre los grupos
Losartdn + Cerivastatina y Sham-42d. En consonancia con estos datos, el tratamiento
combinado (losartdn + cerivastatina) previno el incremento de GIS que siguid a la ablacion
renal (P <0,0001, Tabla 8). Aunque con menor intensidad, un efecto similar se observo tras el
tratamiento con losartan usado individualmente (P < 0,001) o con carvedilol (P < 0,01). Por el
contrario, la estatina usada como monoterapia no redujo significativamente el dafio
glomerular (Tabla 8). En comparacion con las ratas nefrectomizadas sin tratamiento
farmacoldgico, la tasa de lesiones tubulointersticiales estuvo claramente atenuada en la ratas
que recibieron tratamiento con losartan, losartan + cerivastatina o carvedilol (P < 0,01 para los
tres grupos vs. Ct5/6Nx-42d), mientras que el inhibidor de la HMG-CoA reductasa fue menos
eficaz en este sentido (P < 0,05 vs. Ct5/6Nx-42d). Por otra parte, el antagonista de los
receptores de ET (Ro 48-5695) fue incapaz de prevenir el daio tanto a nivel glomerular como

tubulointersticial.
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Control 5/6 Nx Control 5/6 Nx Sham

Losartan

Losartan + Cerivastatina

Figura 20. Efecto de los tratamientos con losartin y losartan mas cerivastatina a nivel glomerular y
tubulointersticial. Las alteraciones histologicas observadas en glomérulo y tubulointersticio de las ratas
sometidas a 5/6 de nefrectomia experimentaron una considerable mejoria al utilizar el ARAII (losartan) en
combinacion con la estatina (cerivastatina). El losartan, por si solo, también demostro tener capacidad para
mejorar dichas alteraciones, si bien se detectd un incremento parcial en la deposicion de proteinas de matriz
extracelular no observado en el grupo que recibi6 la terapia combinada. Tincidon tricromica de Masson (figuras

a la izquierda) y tincion de APS (figuras a la derecha).
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3.3. Efectos de los farmacos en la regulacion de la expresion génica

A continuacién, con la intenciéon de evaluar qué efectos provocaron los diferentes
tratamientos en la expresion de genes de conocida implicacion en el dafo renal, analizamos,
en primer lugar, la activaciéon de NF-kB y AP-1 en los distintos grupos experimentales, y
seguidamente determinamos la expresion génica de TGF-f1, BMP7, KCP, colagenos (I, III,
IV, V y VI, fibronectina 1, laminina B1, pre-proET-1 y MCP-1. Los resultados del
antagonista no selectivo de los receptores ETA y ETg de la endotelina-1 se presentan en un

subapartado diferente, debido a que fue un grupo que se anadio6 a posteriori.

3.3.1. Actividad de NF-kB y AP-1.

El grupo Losartdn experimentd disminucion de la actividad de NF-kB, aunque las
diferencias observadas no llegaron a alcanzar significacion estadistica respecto al grupo
Ct5/6Nx-42d. Si bien la cerivastatina por si sola no ejerci6é ningun efecto en la modulacion de
la actividad de este factor nuclear, su administracion combinada con el losartan fue capaz de
reducirla de manera significativa. El grupo Carvedilol mostr6é una disminucion parcial de la

actividad de NF-xB (figura 21A).

El estudio de localizacion de p65 mediante inmunohistoquimica en las ratas
nefrectomizadas puso de manifiesto la presencia de lesiones focales en el nicleo de células
mesangiales y epiteliales de la capsula de Bowman (figura 21Ba), en células tubulares (figura
21Bb) y pertenecientes al intersticio (figura 21Bc). En consonancia con los ensayos de
actividad, los animales del grupo Losartan alcanzaron una reversion parcial de la actividad de
NF-«B (figura 21Be) mientras que en el grupo que recibio el tratamiento simultaneo (losartan

+ cerivastatina) la reversion de la actividad de NF-«B fue practicamente total (figura 21Bf).
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Figura 21. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la actividad de NF-kB. A) La actividad
de NF-xB se midié usando el kit Trans-AM™ NF-kB p65 Family (Active Motif, Carlsbad, CA) como se
describe en la seccién Materiales y Métodos. Las barras representan intervalos de confianza de un 95%.
Los+Ceriv: losartan + cerivastatina. *P < 0,05, ***P < 0,001 vs. Sham, f{P < 0,01 vs. Ct5/6Nx. B)
Localizacion tisular de NF-kB en glomérulo (a), tibulo (b) e intersticio (c) en animales del grupo Ct5/6Nx-42d.
Ausencia de expresion en los grupos Sham (d) y Losartan + Cerivastatina (f). Reversion parcial en el grupo

Losartan (e). Aumento original entre 200x y 400x.
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Todos los grupos, independientemente del tratamiento empleado, mostraron

disminucioén de la actividad de c-Fos (figura 22).
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Figura 22. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la actividad de c-Fos (AP-1). La
actividad de AP-1 se midié usando el kit Trans-AM™ AP-1 Family (Active Motif, Carlsbad, CA) como se
describe en la seccion Materiales y Métodos. Las columnas representan intervalos de confianza de un 95%. Los

+ Ceriv: losartan + cerivastatina.

3.3.2. Expresion génica

Como ya se comentd en la introduccién de este subapartado, los genes analizados
fueron: TGF-B1, BMP7, KCP, colagenos (I, III, IV, V y VI), fibronectina 1, laminina B1, pre-
proET-1 y MCP-1. En los grupos Losartan y Losartan + Cerivastatina se valoro la expresion
de cuatro proteinas clasicas en el dafio renal (TGF-B1, coldgeno IV, fibronectina 1 y pre-
proET-1) mediante inmunohistoquimica, y se contrastd con los respectivos andlisis de

expresion génica realizados.

TGF-f1, BMP7 y KCP: La expresion de TGF-B1 de los diferentes grupos en
tratamiento fue similar a la observada en el grupo Ct5/6Nx-42d, a excepcion del grupo

Losartan + Cerivastatina, cuyos niveles de expresion fueron muy similares a los del grupo
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Sham-42d  (figura 23A). En consonancia con estos resultados, los andlisis
inmunohistoquimicos revelaron que el tratamiento consistente en la combinacion del losartan
mas la cerivastatina fue capaz de revertir casi en su totalidad la expresion de esta citocina
(figura 23Bd), especialmente incrementada en el citoplasma de células mesangiales, de
células epiteliales de la capsula de Bowman y aunque menos intensamente, también de células
tubulares de los animales del grupo Ct5/6Nx-42d (figura 23Bb) y del grupo Losartan (figura
23Bc).
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Figura 23. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresion génica del TGF-p1. A) El
nivel de expresion del RNAm de TGF-B1 se determind de forma semicuantitativa mediante RT-PCR en tiempo
real (LightCycler Instrument) como se describe en la seccion de Materiales y Métodos.Cada muestra se analizd
en tres experimentos de PCR independientes. Los resultados de expresion génica obtenidos se normalizaron
utilizando GAPDH como gen control. Los datos corresponden a la media + el error tipico. Los + Ceriv: losartan
+ cerivastatina.*P < 0,05 vs. Sham, T P < 0,05 vs. Ct5/6Nx, #P < 0,01 vs. Losartan. B) La inmunohistoquimica se
realizd tratando las muestras con anticuerpo policlonal de conejo anti-TGF-f1 (SC-146; 1:100) de Santa Cruz
Biotechnology, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Sham(a), Ct5/6Nx (b), Losartan (c) y

Losartan + Cerivastatina (d).

88



Resultados

Curiosamente, los niveles de expresion génica de las dos proteinas que antagonizan la
via de sefializacion de TGF- en células epiteliales renales, BMP7 y KCP, apenas se vieron

modificados en ninguno de los grupos (figura 24).

RNAmM de BMP7
RNAmMmde KCP

Figura 24. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresién génica de BMP7 y KCP. La
expresion del RNAm de BMP7 y KCP se determind de forma semicuantitativa mediante RT-PCR en tiempo
real (LightCycler Instrument) como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra se analizo
en tres experimentos de PCR independientes. Los valores de expresion génica fueron normalizados por los
niveles de expresion de GAPDH. Las barras representan la media + el error tipico. Los + Ceriv: losartan +

cerivastatina.
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Colageno I: Los tratamientos con losartan o cerivastatina provocaron reduccion parcial
de la expresion del colageno I, mientras que la terapia combinada de ambos farmacos fue
capaz de revertirla de manera considerable (figura 25). Por otra parte, el carvedilol no mostro

efecto alguno en la expresion de este colageno (figura 25).
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Figura 25. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresion del RNAm de coldgeno 1.
La expresion de RNAm se determind mediante PCR en tiempo real como se describe en la seccion de Materiales
y Métodos. Cada muestra fue analizada por triplicado en experimentos de PCR independientes. Los datos de
expresion obtenidos se normalizaron utilizando GAPDH como gen control. El histograma representa la media +
el error tipico. Los + Ceriv: losartan + cerivastatina. ***P < 0,001 vs. Sham, **P < 0,01 vs. Sham, *P < 0,05 vs.

Sham, +1 P < 0,01 vs. Ct5/6Nx.
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Colageno III: Los grupos Losartan, Cerivastatina y Carvedilol experimentaron
disminucién de la expresion del coldgeno 111, pero sus niveles estuvieron bastante alejados del
correspondiente al grupo Sham. Por otra parte, el tratamiento simultaneo del losartdn con la
cerivastatina se mostré6 como el mas eficaz para controlar la expresion de este colageno,

logrando una reducciéon de un 40% (figura 26).

2,5+ -
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Figura 26. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresion del RNAm de colageno III.
El nivel de expresion génica del colageno III se determind de forma semicuantitativa mediante RT-PCR en
tiempo real en un equipo LightCycler como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra se
analizo en tres experimentos de PCR independientes. Los valores de expresion génica se normalizaron de forma
relativa a los niveles de expresion de GAPDH. Las columnas representan la media =+ el error tipico. Los + Ceriv:

losartan + cerivastatina. **P < 0,01 vs. Sham, *P < 0,05 vs. Sham, { P < 0,05 vs. Ct5/6Nx.
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Colageno IV: La combinacion del ARAII (losartan) con el antagonista de la HMG-
CoA reductasa (cerivastatina) demostro ser el tratamiento mas eficaz para controlar la
expresion del colageno IV. En este sentido, el losartdn, aunque también fue capaz de
reducirla, no logrd la eficacia alcanzada con el tratamiento combinado. Por otra parte, ni la
cerivastatina por si sola, ni el carvedilol, fueron capaces de disminuir de forma clara la
expresion génica de este coldgeno. Los resultados correspondientes a los grupos Losartan y
Losartan + Cerivastatina fueron corroborados con el analisis inmunohistoquimico, ya que la
sobreexpresion observada, especialmente en espacio intersticial y en ldmina basal tubular de
los animales nefrectomizados no tratados farmacoldgicamente (figura 27Bb) se redujo
claramente con ambos tratamientos, si bien la terapia combinada fue mas eficaz que la

monoterapia en este sentido (figuras 27Bc y 27Bd).
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Figura 27. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresion del RNAm de colageno IV.
A) El nivel de expresion génica del colageno IV se determiné mediante RT-PCR en tiempo real (LightCycler
Instrument) como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra se analizo por triplicado en
experimentos de PCR independientes. La normalizacion de la expresion se realizo utilizando GAPDH como
housekeeping gene. Los datos corresponden a la media =+ el error tipico. Los + Ceriv: losartan + cerivastatina.
***P < 0,001 vs. Sham, **P < 0,01 vs. Sham, {1 P < 0,01 vs. Ct5/6Nx, {P < 0,001 vs. Ct5/6Nx, #P < 0,01 vs.
Losartan. B) La inmunohistoquimica se realiz6 tratando las muestras con anticuerpo monoclonal de ratén anti-
colageno IV (C-1926), tal y como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Sham(a), Ct5/6Nx (b),

Losartan (¢) y Losartan + Cerivastatina (d).
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Colageno V: Tanto el losartdin como la cerivastatina, utilizados individualmente,
fueron capaces de disminuir parcialmente la expresion del colageno V. No obstante, el uso
combinado de ambos farmacos revirtio por completo el aumento de expresion observado en
los animales con ablacion renal que no recibieron tratamiento (P < 0,01). Resulta destacable el
hecho de que el grupo que recibid la terapia combinada (losartin mads cerivastatina),
presentase cifras de expresion significativamente mas bajas que el grupo que sélo fue tratado
con losartan (P < 0,05; figura 28). El carvedilol no ejercié efecto alguno en la expresion

génica del colageno V.
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Figura 28. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresion del RNAm de colageno V.
La expresion de RNAm se determind mediante PCR en tiempo real (LightCycler Instrument) como se describe
en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra se analizo en tres experimentos de PCR independientes.
Los datos de expresion obtenidos se normalizaron utilizando GAPDH como gen control. El histograma
corresponde a la media + el error tipico. Los+Ceriv: losartan + cerivastatina. **P < 0,01 vs. Sham, 1 P < 0,01

vs. Ct5/6Nx, #P < 0,01 vs. Losartan.
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Colageno VI: El tratamiento combinado (losartdn mas cerivastatina) fue capaz de
revertir casi por completo el aumento de expresion de colageno VI experimentado por los
animales nefrectomizados que no recibieron tratamiento farmacoldgico (figura 29). Sin
embargo, los grupos tratados con carvedilol, losartan o cerivastatina experimentaron

disminucion parcial de dicha expresion.
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Figura 29. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresion del RNAm de coligeno VI.
El nivel de expresion del colageno VI se determiné de forma semicuantitativa mediante RT-PCR en tiempo real
en un equipo LightCycler como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra fue analizada
por triplicado en experimentos de PCR independientes. La normalizacion de la expresion se realizé utilizando
GAPDH como housekeeping gene. Las barras corresponden a la media + el error tipico. Los+Ceriv: losartan +

cerivastatina. **P < 0,01 vs. Sham, *P < 0,05 vs. Sham, 1 P < 0,05 vs. Ct5/6Nx.
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Fibronectina 1: Los grupos de animales tratados con carvedilol, losartan o
cerivastatina experimentaron una reduccion parcial de la expresion génica de fibronectina 1,
mientras que el grupo Losartan + Cerivastatina experimento una reversion practicamente total
(figura 30A). En consonancia con estos resultados, los andlisis inmunohistoquimicos pusieron
de manifiesto que el tratamiento consistente en la combinacion del losartin mas la
cerivastatina fue capaz de revertir casi completamente la expresion de esta proteina (figura
30Bd), principalmente incrementada en ldminas basales engrosadas de glomérulos y tabulos,
asi como en la matriz mesangial de los glomérulos esclerosados de los animales

nefrectomizados sin tratamiento (figura 30Bb).
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Figura 30. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresion del RNAm de fibronectina
1. A) La expresion de RNAm se determind mediante PCR en tiempo real (LightCycler Instrument) como se
describe en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra se analizo por triplicado en experimentos de PCR
independientes. Los datos de expresion obtenidos se normalizaron utilizando GAPDH como gen control. Las
columnas corresponden a la media + el error tipico. Los + Ceriv: losartan + cerivastatina. ****P < (0,0001 vs.
Sham, *P < 0,05 vs. Sham, P < 0,01 vs. Ct5/6Nx. B) La inmunohistoquimica se realiz6 tratando las muestras
con anticuerpo policlonal de conejo anti-fibronectina (F-3648) de Sigma, como se describe en la seccion de

Materiales y Métodos. Sham(a), Ct5/6Nx (b), Losartan (c) y Losartan + Cerivastatina (d).
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Laminina B1: No se detectaron diferencias significativas en la expresion génica de la

laminina B1 entre los grupos analizados (figura 31).
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Figura 31. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresion de RNAm de Laminina B1.
El nivel de expresion génica de la laminina Bl se determiné mediante RT-PCR en tiempo real (LightCycler
Instrument) como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra se analizd en tres
experimentos de PCR independientes. La normalizacion de la expresion se realizo utilizando GAPDH como

housekeeping gene. El histograma corresponde a la media + el error tipico. Los + Ceriv: losartan + cerivastatina.
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Pre-proET-1: Todos los tratamientos redujeron de forma significativa la expresion
génica de esta sustancia vasoactiva llegando a valores muy préoximos a los del grupo Sham
(figura 32A). Los resultados correspondientes a los grupos Losartan y Losartdn +
Cerivastatina fueron corroborados con el andlisis inmunohistoquimico, ya que el aumento de
expresion observado en los animales nefrectomizados que no recibieron tratamiento (figuras

32Bc y 32Bd) se redujo considerablemente en ambos grupos (figuras 32Be y 32Bf).
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Figura 32. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresion del RNAm de pre-proET-1.
A) La expresion de RNAm se determind mediante PCR en tiempo real (LightCycler Instrument) como se
describe en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra se analizo por triplicado en experimentos de PCR
independientes. Los datos de expresion obtenidos se normalizaron utilizando GAPDH como gen control. Las
barras corresponden a la media =+ el error tipico. Los+Ceriv: losartan + cerivastatina. *P < 0,01 vs. Sham, P <
0,01 vs. Ct5/6Nx., IP < 0,001 vs. Ct5/6Nx. B) La inmunohistoquimica se realizo tratando las muestras con
anticuerpo policlonal de conejo anti-endotelina-1 (6901, 1:100) de Peninsula Lab., como se describe en la

seccion de Materiales y Métodos. Sham (a y b), Ct5/6Nx (¢ y d), Losartan (e) y Losartan + Cerivastatina (f).
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MCP-1: De todos los tratamientos utilizados solo el correspondiente al grupo Losartan
+ Cerivastatina fue capaz de revertir la expresion de RNAm a niveles cercanos a los del grupo
Sham-42d. El resto de grupos presentaron valores muy cercanos a los del grupo Ct5/6Nx-42d

(figura 33).
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Figura 33. Efecto del losartan, cerivastatina y carvedilol en la expresion del RNAm de MCP-1. El
nivel de expresion del MCP-1 se determiné de forma semicuantitativa mediante RT-PCR en tiempo real en un
equipo LightCycler como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra se analizd en tres
experimentos de PCR independientes. Los valores de expresion génica se normalizaron de forma relativa a los
niveles de expresion de GAPDH. Las columnas representan la media + el error tipico. Los+Ceriv: losartan +

cerivastatina. **P < 0,01 vs. Sham, *P < 0,05 vs. Sham, P < 0,05 vs. Ct5/6Nx, #P < 0,05 vs. Losartan.
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3.3.3. Efectos de un antagonista no selectivo de ET,/ETg en la regulacion de la

expresion génica.

La activacion de los factores nucleares NF-kB y AP-1 observada en el grupo de
animales tratados con el antagonista no selectivo de los receptores de ET-1, Ro 48-5695, fue
muy similar a la que experimento el grupo de ratas nefrectomizadas sin tratamiento (figura
34A). En este mismo sentido, el Ro 48-5695, a pesar de poder atenuar el grado de expresion
génica de la pre-proET-1 en un 55% (P < 0,05), se mostr6 incapaz de revertir los niveles de

expresion de genes como TGF-B1, colageno-1V, fibronectina 1 y MCP-1 (figura 34B).

3.4. NF-xBy AP-1 en el perfil de expresion génica de los animales con ablacion renal

A continuacion, para investigar la influencia de la actividad de los factores nucleares
de interés en la progresion de la enfermedad renal y tomando en cuenta el tamafio muestral
del que disponiamos, categorizamos los valores de actividad de NF-kB y de c-Fos (AP-1) de
todos los grupos de ratas objeto de estudio en cuartiles, y los comparamos con sus respectivos
niveles de expresion génica de colageno IV, fibronectina 1, pre-proET-1 y MCP-1, y con sus
correspondientes parametros morfologicos de dano glomerular (GIS) y tubulointersticial

(DTI) (figura 35).

Al analizar todos los grupos experimentales en su conjunto, no se encontrd correlacion
entre las actividades de c-Fos y de NF-kB (Tabla 9), pero se detectd asociacion entre los
niveles de actividad de NF-«xB y la expresion del RNAm de colageno IV, fibronectina 1, pre-
proET-1 y MCP-1 (figura 35A y correlaciones de Pearson en Tabla 9) asi como entre los
niveles de actividad de NF-kB y el indice de dafio glomerular y tubulointersticial (figura
35B). Igualmente, las tasas de expresion de los genes mencionados y los indices de dafio
glomerular y tibulointersticial se vieron incrementados de forma significativa en el cuartil 4
de c-Fos respecto a los cuartiles 1 a 3, donde se observaron valores muy similares de

expresion génica y de las tasas de dafio renal GIS y DTI (figuras 36A y 36B).
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Figura 34. Efectos del antagonista no selectivo de los receptores de ET-1 (ET,/ETg), Ro 48-5695, en
ratas 5/6 nefrectomizadas. Una semana después de completar la cirugia los animales fueron seleccionados
aleatoriamente para recibir tratamiento con vehiculo o Ro 48-5695 (30 mg/kg/dia mediante sonda oral) durante
cinco semanas. A) Las actividades de NF-kB (p65) y AP-1 (c-Fos) se midieron usando los kits Trans-AM™ NF-
kB p65 y Trans-AM™ AP-1 Family (Active Motif, Carlsbad, CA) respectivamente, como se describe en la
seccion de Materiales y Métodos. B) La expresion de RNAm se determind mediante PCR en Tiempo Real como
se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Cada muestra se analizd en tres experimentos de PCR
independientes. Los valores de expresion génica fueron normalizados utilizando GAPDH como gen control. El
histograma representa la media + el error tipico. Los datos se presentan como porcentajes respecto al grupo
Ct5/6Nx-42d debido a que la ablacion renal provocd cambios heterogéneos tanto de actividad de uniéon al DNA
(A) como de expresion de RNAm (B) dependiendo del gen analizado. Col-1V: colageno IV, Fibr-1: fibronectina
1. *P < 0,05 vs. Sham; TP < 0,05 vs. Ct5/6Nx.
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Figura 35. Influencia de la activacion de NF-kB en la expresion de genes involucrados en la
progresion de la enfermedad renal, y en el dafio glomerular y tubulointersticial. A) Actividad de NF-xB
(p65) categorizada en cuartiles y expresion génica de colageno IV, fibronectina 1, pre-proET-1 y MCP-1. La
actividad de NF-xB (p65) se midié usando el kit Trans-AM™ NF-kB p65 Family (Active Motif, Carlsbad, CA).
La expresion de RNAm se determind mediante PCR en tiempo real como se describe en la seccion de Materiales
y Métodos. Cada muestra se analizd en tres experimentos de PCR independientes. Los valores de expresion
génica fueron normalizados utilizando GAPDH como housekeeping gene. El histograma representa la media +
el error tipico. B) Actividad de NF-kB (p65) categorizada en cuartiles y tasas de dafio glomerular (GIS) y
tubulointersticial (DTI). Los parametros GIS y DTI se determinaron mediante método de Komatsu y mediante
escala semicuantitativa segun Cao, Z. y col., 2002 respectivamente, como se describe en la seccion de Materiales

y Métodos. Los datos mostrados se corresponden con las medias + error tipico.
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Figura 36. Influencia de la activacion de c-Fos (AP-1) en la expresion de genes implicados en la
progresion de la enfermedad renal, y en el dafio glomerular y tubulointersticial. A) Actividad de c-Fos (AP-
1) categorizada en cuartiles y expresion génica de colageno IV, fibronectina 1, Pre-proET-1 y MCP-1. La
actividad de c-Fos (AP-1) se midi6 usando el kit Trans-AM™ AP-1 Family (Active Motif, Carlsbad, CA). La
expresion de RNAm se determind mediante PCR en tiempo real como se describe en la seccion de Materiales y
Meétodos. Cada muestra se analizd por triplicado en experimentos de PCR independientes. Los valores de
expresion génica fueron normalizados utilizando GAPDH como gen control. Las barras representan la media +
el error tipico. B) Actividad de c-Fos (AP-1) categorizada en cuartiles y parametros morfologicos de dafio
glomerular (GIS) y tubulointersticial (DTI). Los parametros GIS y DTI se determinaron mediante método de
Komatsu y mediante escala semicuantitativa segun Cao, Z. y col., 2002 respectivamente, como se describe en la

seccion de Materiales y Métodos. Los datos mostrados se corresponden con las medias + error tipico.
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De forma general, cuando sélo uno de los factores nucleares (NF-«kB o AP-1) aument6
su actividad, el incremento de expresion del RNAm de los diferentes genes analizados fue
bastante modesto en comparacion con el notable aumento que experimentaron cuando ambos
factores se encontraron activados simultaneamente (figura 37A). En consonancia con estos
resultados, NF-xB y c-Fos demostraron actuar como variables predictoras independientes de
la expresion génica de coldgeno IV, fibronectina 1, pre-proET-1 y MCP-1, algo que
comprobamos al realizar los correspondientes analisis de regresion lineal multiple (Tabla 9);
las capacidades predictoras fueron de un 54, 59, 41 y 51 % respectivamente (P< 0,0001 para
los modelos establecidos). Los indices de dafio glomerular (GIS) y tubulointersticial (DTT)
también alcanzaron los valores mas altos cuando ambos factores nucleares se encontraron

activados simultaineamente (figura 37B).

Por ultimo, se observé que en aquellos animales cuyos tratamientos redujeron la

actividad de NF-kB, el dafio glomerular se atenu6 de forma correlativa (figura 38).
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Figura 37. Comportamiento de la expresion de genes implicados en la progresion de la enfermedad
renal, y del dafio glomerular y tubulointersticial segin la activacion de NF-kB y/o AP-1. Niveles de
expresion génica de colageno IV, fibronectina 1, pre-proET-1 y MCP-1 (A) e indices de dafio glomerular y
tubulointersticial (B) respecto a la actividad de NF-kB y de AP-1(c-Fos) como categorias combinadas en todas
las ratas analizadas. Los resultados mostrados se corresponden con las medias + error tipico. (- -) valores de NF-
kB por debajo de la mediana y AP-1 correspondiente a los cuartiles 1, 2 y 3; (- +) valores de NF-kB por encima
de la mediana o AP-1 correspondiente al cuartil 4; (+ +), valores de NF-xB por encima de la mediana y AP-1

correspondiente al cuartil 4.
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Tabla 9. NF-kB y c-Fos como indicadores predictores de la expresion de genes involucrados en la
progresion de la enfermedadrenal

Variable
dependiente

Indicadores predictivos
independientes

Correlacion de Pearson

Analisis de regresion
lineal multiple

Colageno IV

Fibronectina 1

Pre-proET-1

MCP-1

NF-xB
Log(c-Fos)
Total

NF-xB
Log(c-Fos)
Total

NF-xB
Log(c-Fos)
Total

NF-xB
Log(c-Fos)
Total

r P
0,605 <0,0001
0,501 <0,0001
0,570 <0,0001
0,594 <0,0001
0,400 <0,01
0,548 <0,0001
0,501 <0,0001
0,570 <0,0001

R? P

0,366
0,174
0,540 <0,0001

0,241
0,352
0,593 <0,0001

0,105
0,300
0,405 <0,0001

0,180
0,325
0,505 <0,0001

Se realizaron los correspondientes analisis de regresion lineal mltiple y se determiné la capacidad predictora

de NF-kB y c-Fos. También se muestran las correlaciones de Pearson entre

indicadas y NF-kB o c-Fos.
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Figura 38. Relacion entre la actividad de NF-kB y el dafio glomerular en el 5/6 de nefrectomia.
Efecto del losartan, carvedilol y cerivastatina sobre la activacion de NF-kB en ratas con 5/6 de nefrectomia tras 5
semanas de tratamiento (arriba). Los valores medios de la actividad de NF-kB de cada grupo experimental y los

correspondientes valores medios de GIS mostraron una fuerte correlacion (abajo).
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A los 7 dias del experimento, se observd una clara hipertension acompafiada de
albuminuria en las ratas nefrectomizadas a pesar de no encontrarse diferencias a nivel
morfologico entre sus rifiones y los pertenecientes a las del grupo Sham. Este hallazgo podria
deberse a la puesta en marcha de mecanismos moleculares especificos en respuesta a la
pérdida de masa renal, que comenzarian a ejercer efectos en el endotelio y en la barrera de
filtrado glomerular. Esta explicacion se confirma al observar los niveles de expresion génica
de proteinas de MEC como los colagenos tipo I, III, IV, V y VI, fibronectina 1 y laminina B1,
claramente incrementados. Debido a que el TGF-$ es capaz de inducir la sintesis de estas
proteinas en diferentes modelos animales de enfermedad renal (Border, W.A. y Noble, N.A.,
1994; Bitzer, M. y col., 1998; Miyajima, A. y col., 2000; Ma, L.J. y col., 2000) incluido el
5/6Nx (Lee, L.K. y col., 1995; Abbate, M. y col., 2002a) seria 16gico pensar que esta citocina
pudiera estar implicada en este fendmeno; sin embargo, nosotros no encontramos aumento de
expresion temprana de TGF-B1, algo que se corresponde con otros trabajos, donde los
investigadores detectaron un débil incremento de expresion de este factor de crecimiento a los
7 dias de la nefrectomia (Abbate, M. y col., 2002a) o no encontraron modificacién de la
expresion en absoluto (Lee L.K. y col., 1995). No obstante, si que observamos caida de la
expresion del RNAm de BMP7, que antagoniza la via de sefializacion del TGF-f, y de KCP,
que favorece la uniéon de BMP7 a su receptor. Los resultados de BMP7 obtenidos se
corresponden con los observados en un estudio donde, entre otros analisis, los autores
determinaron la expresion génica de esta BMP en el modelo de 5/6Nx a dos, diez y doce
semanas de evolucion del dafo renal (Dube, P. H. y col., 2004). Estos autores observaron
caida de la expresion a las dos semanas, restablecimiento a las diez y caida nuevamente a las
doce. En nuestro caso encontramos disminucion de la expresion a la semana y
restablecimiento a las seis semanas. Estos resultados podrian explicar parcialmente, pero de
forma plausible, el aumento de expresion génica de proteinas de MEC: la via de sefializacion
de BMP7 podria haberse visto afectada, y por tanto la expresion de los genes que promueven
la transicion mesénquima-epitelio o que obstaculizan el proceso inverso, como ocurre con

Smad6, que es capaz de antagonizar la via de sefializacion del TGF-f (figura 39).

Los niveles reducidos de BMP7 y KCP podrian provocar disminucion de la tasa de
transcripcion de Smad6 y a su vez del antagonismo de la via del TGF-P. Asi, sin necesidad de

que tenga lugar aumento de expresion del TGF-B, su via de sefializacion podria verse
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activada. Por otra parte, llamo la atencion que a los 42 dias no se apreciaran diferencias en
los niveles de expresion génica de BMP7 ni de KCP, y si un aumento claro de TGF-f,
acompanado de un incremento de expresion de la mayoria de las proteinas de matriz
(coldgenos tipo I, III, IV, V y VI, y fibronectina 1) ligeramente superior al encontrado a los 7
dias. Estas observaciones sugieren que con la ayuda de KCP, la via de BMP7 podria haberse
restablecido en un intento de regenerar tejido sano y ayudar en la recuperacion del rifidn; sin
embargo, el TGF-3, que no presenté cambios de expresion a los 7 dias, habria tomado las
riendas del proceso, influyendo en la hipertrofia, hiperplasia y fibrosis encontradas en el tejido
remanente al final del estudio. Que los niveles de expresion génica de las diferentes proteinas
de MEC a los 42 dias fueran s6lo ligeramente superiores a los observados a 7 dias, nos hace
pensar que BMP7 y KCP podrian jugar un papel importante en la génesis de la enfermedad

renal en el modelo de 5/6Nx.

Resultd curioso que la laminina B1 no presentara el mismo comportamiento que el
resto de proteinas de matriz a los 42 dias de la ablacidn renal, pues su expresion génica se vio
disminuida a niveles similares a los obtenidos en el grupo Sham; este resultado podria estar
relacionado con el restablecimiento de la via de senalizacion de BMP7 sugerida
anteriormente, que podria ejercer un control mayor sobre la expresion de laminina B1 que el

propio TGF-3.

Por otra parte, se apreci6 un aumento de expresion de MCP-1 desde los 7 dias que
llegd a ser de mayor magnitud a los 42 dias, alcanzando significacion estadistica. Debido a
que se ha demostrado que el TGF-B puede estimular la expresion de MCP-1 en células
mesangiales sin que medie activacion de la via del NF-kB (Cheng, J. y col., 2005), asi como
que BMP7 puede inhibirla (Lee, M.J. y col., 2003), pensamos que la caida de la via de BMP7
podria ser responsable del incremento de MCP-1 observado a los 7 dias, independientemente
de que se hubieran puesto en marcha otros mecanismos, como la activacion de NF-xB, no

analizada por nuestro grupo en esta etapa del estudio.

Los resultados hasta aqui discutidos nos llevan a pensar en posibles hipdtesis de
trabajo futuras. Seria interesante investigar si la caida de expresion de BMP7 y KCP esta
involucrada en la activacion de la via del TGF-3 y por tanto en la sobreexpresion de proteinas
de MEC, tal y como hemos sugerido con anterioridad, o si, por el contrario, las acciones
beneficiosas de activar la via del BMP7 discurren por mecanismos no relacionados con la

inhibiciéon de los mecanismos de transduccion de sefiales del TGF-B. Cabria preguntarse,
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ademads, si NF-kB y/o c-Fos podrian jugar algin papel en dicho fenémeno a tiempos tan
cortos. Seria de interés llevar a cabo estudios enfocados a esclarecer si estas proteinas, o
posibles metabolitos de las mismas, podrian actuar como marcadores precoces y/o futuras
dianas terapéuticas en la ERC. En este sentido, en la tltima década han aparecido multiples
trabajos en los que se ha utilizado BMP7 recombinante humana como tratamiento en
diferentes modelos de dafio renal con resultados bastante prometedores (Hruska, K.A. y col.,
2000; Hruska, K.A. y col., 2005; Zeisberg, M. y col., 2003; Zeisberg, M. y col., 2008; Wang,
S. y col., 2006; Sugimoto, H. y col., 2007).

Figura 39. Modelo simplificado del mecanismo de inhibicion de las seiiales de TGF-p por BMP7.
Muchos de los efectos profibrogénicos del TGF- son transducidos por smad3 tras formar un heterodimero con
smad4 y traslocarse al nicleo, actuando en elementos de respuesta especificos en el promotor de diversos genes.
BMP7 activa smad5 que induce transcripcionalmente la sintesis de smad6. Esta smad inhibidora interacciona con
smad3, posiblemente a través de la formacion de heterodimeros smad3/smad6, previniendo la translocacion al

nucleo de los complejos smad3/smad4 y, por tanto, las acciones sobre sus genes diana.
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Esta tesis doctoral pone de manifiesto una notable asociacion entre la actividad de
NF-kB y la progresion de la enfermedad renal en el modelo experimental de 5/6 de
nefrectomia. Nuestros datos muestran que la activacion de este factor nuclear correlaciona
estrechamente con la expresion de fibronectina 1, MCP-1 y pre-proET-1, asi como con las
tasas de dano glomerular y tubulointersticial GIS y DTI. Asimismo, en los animales
nefrectomizados tratados con el inhibidor selectivo de NF-xB, PDTC, observamos una
clarisima disminucion de la expresion de fibronectina 1, MCP-1, pre-proET-1 y TGF-B1, lo
que pone de relieve la implicacion directa de NF-«kB en la progresion de la enfermedad renal

en este modelo experimental de ERC.

Estos resultados estan en consonancia con los obtenidos en trabajos previos (Donadelli
y col., 2000; Takase, O. y col., 2003; Fujihara y col., 2007). El control de la actividad de
NF-kB mediante PDTC, gliotoxina o partenolida (Rangan G.K. y col., 1999; Muller D.N. y
col., 2000; Lopez-Franco y col., 2002) o la transfeccion génica de IkBa truncada (Takase, O.
y col., 2003) ha puesto de manifiesto la importancia de este factor nuclear en la progresion de
la enfermedad renal y su posible utilizacion como diana terapéutica en el futuro. En estos
trabajos, NF-kB se determind por su capacidad de unidon a una secuencia de DNA consenso
mediante ensayos de retardo en gel, o mediante inmunohistoquimica. Sin embargo, la
participacion de las subunidades p50 y p65 solo fue estimada de forma cualitativa. Por el
contrario, en nuestro trabajo la actividad de NF-kB se determiné cuantificando la subunidad
p65, que contiene un dominio de activacion de la transcripcion carente en la subnidad p50
(Guijarro, C. y Egido, J., 2001), de manera que nuestros datos reflejan el grado de activacion

de NF-kB y no solo su capacidad de unién al DNA.

Por otra parte, el papel central de p65 en la progresion de la enfermedad renal
contrasta con el comportamiento ambiguo de la subunidad p50, aunque estudios realizados en
los ultimos afios parecen empezar a esclarecer su papel. En este sentido, recientemente se ha
demostrado que la proteccion que ofrece el precondicionamiento isquémico frente al dafio
provocado por isquemia-reperfusion, esta asociado con la activacion del homodimero p50/p50
(Cao, C. y col., 2010). Por otra parte, dos modelos experimentales de nefritis aguda, anti-Thy-
1 y nefritis inducida por LPS, presentan una activacion bifasica de NF-xB, con predominio

del heterodimero NF-kB p65/p50 durante la fase de induccion del dafio, mientras que en la
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fase de resolucion predomina el homodimero NF-kB p50/p50 (Panzer, U. y col., 2009). La
posible participacion del homodimero p50/p50 en la proteccion del dafio renal nos induce a
pensar, por tanto, que la cuantificacion de la subunidad p65 permite determinar de una forma
mas precisa el grado de participacion de NF-kB en la progresion del dafio renal, comparado
con la estimacion de NF-kB sin determinar de forma cuantitativa las subunidades

involucradas.

Los niveles de actividad de c-Fos determinados en las muestras de corteza renal del
grupo Ct5/6Nx-42d se vieron incrementados frente al grupo Sham-42d, aunque este efecto no
fue homogéneo en todos los animales del grupo. Estos niveles elevados correlacionaron con
los niveles de expresion de diferentes mediadores de inflamacion y fibrosis renal, por tanto,
no podemos descartar que la activacion de AP-1, a través del incremento de los niveles

nucleares de c-Fos, también pueda estar involucrada en el desarrollo de la ERC.

La terapia combinada de losartdn y cerivastatina demostré ser la mas eficaz para
disminuir la progresion de la enfermedad renal en nuestro estudio, aunque debemos
mencionar que el antagonismo del SRA solamente con losartan atenu6 la albuminuria, la
creatinina en plasma y los indices de glomeruloesclerosis y dafio tubulointersticial,
demostrando tener una capacidad renoprotectora importante. Debido a que el carvedilol dio
lugar a la normalizacion de la PAS mas rapidamente que el losartdn, y que los efectos
beneficiosos en el dafio glomerular y en la albuminuria de este ultimo superaron al primero,
nos inclinamos a pensar que el efecto sobre la presion arterial juega un papel limitado en las

acciones protectoras de los ARAIIL.

En consonancia con esta hipotesis, Lafayette, R. A. y col. (1992) han demostrado que
los efectos del bloqueo del SRA con un IECA o un ARAII en el modelo de 5/6Nx, dependen
de la reduccion de los niveles y de la actividad de la angiotensina II, méas que de la
normalizacién de la presion arterial sistémica provocada por estos farmacos. La cerivastatina
también redujo, aunque de forma modesta, las cifras de presion arterial existentes al inicio del
tratamiento, mientras que en los animales no tratados se observd un incremento adicional de

PAS al final del periodo experimental. La modesta capacidad vasodilatadora de las estatinas,
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ha sido resefiada en diversos trabajos (Glorioso, N., 1999; Sposito, A.C., 1999) y podria estar
relacionada con su capacidad para modificar la sintesis de diversos mediadores vasoactivos
como la ET-1 y el NO (Herndndez-Perera, O. y col., 1998; Hernandez-Perera, O. y col.,
2000).

La capacidad antiproteinurica de los ARAII ya ha sido demostrada en estudios tanto in
vitro como in vivo (Takao, T. y col., 2009; Tojo, A. y col., 2003), algo que se confirma en
nuestro estudio, donde los dos grupos tratados con el ARAII, experimentan una clara
reversion de la albuminuria. Sin embargo, resultd llamativo que el carvedilol, que revirti6 el
dafio tubulointersticial y redujo parcialmente el dafio glomerular, o la cerivastatina, que
disminuy6 de forma parcial el dafio tubulointersticial, no tuvieran efecto alguno en la
albuminuria. Una posible explicacién a este fendmeno seria que estos farmacos estén
actuando, al menos parcialmente, en algunos de los mecanismos proinflamatorios que se
ponen en marcha como consecuencia de la exposicion de la célula tubular a un exceso de
albumina, pero que no sean capaces de reparar las alteraciones sufridas por la barrera de
filtracion glomerular y consecuentemente, no lleguen a bloquear el incremento de alblimina

en orina.

Entre los mecanismos susceptibles de ser bloqueados mediante tratamiento
farmacologico podria citarse la activacion del sistema del complemento. De hecho, existen
trabajos que demuestran que el bloqueo de ciertos componentes de este sistema es capaz de
atenuar el dafio renal, independientemente de que persista la proteinuria (Morita, Y. y col.,
1997; Nangaku, M. y col., 2002; Nangaku, M., 2004). Por tanto, nos inclinamos a pensar que
la proteinuria, a pesar de ser un excelente marcador del dafio renal, no siempre lo es de la
eficacia farmacologica en la progresion de la enfermedad, ya que aunque permanezca elevada

durante el tratamiento, sus acciones lesivas en el rifion podrian estar atenuadas.

Los animales tratados con el antagonista no selectivo de los receptores de ET-1, Ro
48-5695, presentaron tasas de expresion génica y magnitud de dafio renal muy similares a los
animales del grupo Ct5/6Nx-42d. La falta de efectividad de este farmaco en el modelo
utilizado podria deberse al hecho de ser un antagonista no selectivo de los receptores de la
ET-1, ETA y ETg, ya que se ha observado que éste ultimo estd implicado en la liberacion de
NO y PGlI,, por lo que su bloqueo podria ir en detrimento de su capacidad como modulador
de la vasoconstriccion, mediada, sobretodo, por el receptor ET4 (Shimizu, T. y col., 1999).

En este sentido, recientemente se ha demostrado en glomérulos aislados de rata, que la
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permeabilidad glomerular a la albumina se reduce de manera significativa mediante el uso de
un antagonista selectivo de los receptores ETa, pero no al utilizar un antagonista selectivo de
los receptores ETg (Saleh, M.A. y col., 2010). Nuestros datos demuestran que el antagonista
no selectivo utilizado en este estudio posee la capacidad de reducir parcialmente la
proteinuria. Todos los tratamientos utilizados en el estudio fueron capaces de disminuir el
incremento de ET-1 experimentado por los animales nefrectomizados, aunque debemos
matizar que en el caso del Ro 48-5695 la reduccion no fue completa, pues los animales
tratados presentaron niveles de expresion dos veces superiores a los del grupo Sham. Este
hallazgo podria estar relacionado con el hecho de que todos los tratamientos farmacologicos,

a excepcion del Ro 48-5695, presentaron niveles de c-Fos similares a los del grupo Sham.

En consonancia con esta hipotesis, en un modelo de dafio renal inducido por infusion
de aldosterona, se ha demostrado que el uso de un antagonista del receptor ETA es capaz de
atenuar la actividad de AP-1 (Tostes, R. C. y col., 2002). Quizés el uso de un antagonista
selectivo de los receptores ETA habria generado resultados diferentes en nuestro estudio. De
hecho, en la ultima década, la mayoria de los trabajos sugieren que el bloqueo selectivo de
ETa podria ser mas beneficioso que el bloqueo no selectivo (Brochu, E. y col., 1999; Cao, Z.
y col., 2000; Dhaun, N. y col., 2009; Neuhofer, W. y col., 2009); sin embargo, es un tema

controvertido que necesita ser esclarecido con la realizacién de ensayos clinicos aleatorizados.

Este trabajo demuestra que el tratamiento combinado de los animales nefrectomizados
con un ARAII mas una estatina es capaz de promover la normalizacion de la actividad de NF-
kB, asi como la expresion de MCP-1, pre-proET-1, TGF-B1, fibronectina 1, colageno I,
colageno III, colageno IV, colageno V y colageno VI. Sin embargo, los tratamientos s6lo con
losartan o con cerivastatina tuvieron una escasa repercusion en la expresion de la mayoria de
los genes analizados. Estas diferencias tan evidentes a nivel molecular segiin el modelo de

tratamiento elegido no lo fueron tanto en los analisis morfoldgicos y fisioldgicos.

Debido a que los genes analizados en este trabajo son factores patogénicos claves,
pudiendo actuar como predictores del dafio glomerular y tubulointersticial, cabria esperar que
el tratamiento combinado con ambos farmacos pudiera demostrar una capacidad
renoprotectora claramente superior, respecto al tratamiento con un ARAII en ausencia de una
estatina, tras periodos mas prolongados de evolucion de la enfermedad. En este sentido, se ha
documentado una remisién de la proteinuria y una reduccion del dafio renal mediante la

administracion simultdnea de un IECA, un ARAII y una estatina en un modelo severo de
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nefritis pasiva de Heymann (Zoja C. y col., 2002b). Estos efectos renoprotectores se

acompafiaron de una reduccion importante de la expresion de TGF-B1.

El bloqueo farmacoldgico del SRA en ausencia de la estatina, o el tratamiento con la
estatina solamente, tuvieron efectos de menor magnitud tanto en la prevencion de la
progresion del dafio renal como en la inhibicion del incremento de expresion de TGF-B1.
Igualmente, la combinacion de un inhibidor de la ECA y una estatina ha resultado
especialmente beneficiosa en la reduccion de la expresion de MCP-1 en ratas con
glomerulonefritis (Zoja, C. y col., 2002a). De acuerdo con estos resultados, nosotros
encontramos que la expresion de MCP-1 y TGF-B1 presenta una respuesta similar al
tratamiento combinado con un agente bloqueante del SRA y una estatina en un modelo
experimental de ERC. Ademas, hemos ampliado estos hallazgos a la actividad de NF-«xB p65,
que como ya se ha comentado, es un factor de gran relevancia de los procesos inflamatorios
que tienen lugar durante la progresion de la enfermedad renal, y a la expresion de las
proteinas de matriz extracelular como fibronectina 1, colageno I, colageno III, colageno IV,
colageno V y colageno VI, cuya sobreexpresion da lugar a su acumulacion a nivel glomerular
e intersticial, siendo responsable del desarrollo de fibrosis renal. La utilidad del tratamiento
combinado de un ARAII y una estatina deberia confirmarse con la realizacién de ensayos
clinicos suficientes que demuestren su valia. En este sentido, Ruggenenti, P. y col. han
llevado a cabo un estudio en pacientes con IRC que presentaban proteinuria residual. Los
individuos estaban siendo tratados simultdineamente con un ARAII y un IECA; al afiadir una
estatina a la terapia no se encontr6 disminucion de los niveles de proteinas en la orina.
Aunque estos resultados podrian hacernos pensar que la estatina no estd aportando beneficio
alguno al tratamiento con el ARAII mas el IECA, seria interesante hacer un seguimiento a
mas largo plazo con la intencidén de ver cudntos de estos pacientes llegan a insuficiencia renal
terminal, ya que cabria la posibilidad de que la estatina estuviera realizando acciones

beneficiosas en el rifion no detectables con la medicion exclusiva de la proteinuria.

Fujihara, C.K. y col. (2005) han demostrado que dosis muy elevadas de losartan
aportan una mayor renoproteccion en ratas sometidas al modelo de 5/6 de nefrectomia,
sugiriendo que las dosis utilizadas habitualmente, tanto en estudios experimentales como en la
practica clinica, no son suficientes para bloquear completamente los receptores AT-1 de la
angiotensina II. Este descubrimiento induce a pensar que el losartan a las dosis utilizadas en
la clinica, combinado con algun agente farmacologico capaz de actuar de manera

complementaria en el SRA, podria ofrecer una mayor eficacia en el tratamiento de la ERC.

117



Discusion

Los mecanismos mediante los que las estatinas pueden magnificar los efectos
renoprotectores de los ARAII podrian estar relacionados con sus conocidas propiedades
pleiotropicas. El tratamiento con estatinas puede inhibir la actividad de la ECA (Luo, J.D. y
col., 1999), pudiendo contribuir a la obtencion de un bloqueo completo del SRA (Zoja, C. y
col.,, 2002b). Ademas, la cerivastatina es capaz de reducir el aumento de angiotensina II
experimentado por ratas dTGR (Dechend, R. y col., 2002). Por otra parte, la simvastatina
puede prevenir los efectos adversos asociados con la infusion cronica de angiotensina II,
como el desarrollo de hipertension y la induccidon de especies reactivas de oxigeno (Delbosc,
S.y col., 2002). Asimismo, las estatinas atentian la expresion de los receptores AT1 a través
de la inhibicion de las modificaciones postraducionales de la GTPasa Rho A, disminuyendo la
funcion bioldgica de la angiotensina II (Ichiki, T. y col., 2001). En correspondencia con estos
hallazgos, la via de la Rho-quinasa ha sido relacionada con el dafio renal causado por la
angiotensina II (Rupérez, M. y col., 2005); ademads, la inhibicion de dicha via contribuye a la
disminucién del dafio renal, debido en parte, a la atenuacion de la actividad de NF-kB p65
(Meyer-Schwesinger, S. y col., 2009). Por otra parte, el tratamiento de células mesangiales
con estatinas provoca reduccion significativa de la actividad de NF-xB (Guijarro, C. y col.,
1996). En nuestro estudio, aunque la cerivastatina per se no demostrd tener capacidad para
prevenir la activacion de NF-xB en las ratas nefrectomizadas, en el contexto de una
enfermedad renal atenuada como la observada en animales bajo tratamiento con losartan, la
cerivastatina demostrd tener capacidad para interferir en la actividad de NF-xB y contribuir a

la normalizacion de la actividad de este factor nuclear.

En nuestro trabajo, la actividad de NF- «B p65 solo revierte completamente con la
combinacion del ARAII y el inhibidor de la HMG-CoA reductasa. Sin embargo, la actividad
de AP-1 también se normaliza con el ARAII o el inhibidor de la HMG-CoA reductasa usados
individualmente. La mayor eficacia del tratamiento combinado de ARAII e inhibidor de la
HMG-CoA reductasa en la reversion de los cambios de expresion génica, frente a las acciones
mas limitadas de los farmacos por separado, parecen sugerir un papel central de NF-kB, mas
que de AP-1, en este modelo de fallo renal progresivo. Una segunda explicacién a estos
hallazgos podria estar relacionada con la necesidad de inhibir simultineamente ambos
factores nucleares y, por tanto, las vias de sefializacion en las que intervienen para alcanzar el
objetivo terapéutico deseado. En esta direccion parecen apuntar los hallazgos de un estudio
(Mezzano, S.A.y col., 2001) donde sus autores han encontrado que la coactivacion de NF-kB

y AP-1, mas que la simple activacion de NF-«B, esta relacionada con la presencia de lesiones
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renales en pacientes con sindrome nefrdtico. Por otro lado, la reduccion selectiva y eficaz de
NF-kB en diversos modelos experimentales no garantiza la reversion completa de la
enfermedad renal progresiva (Rangan, G.K. y col., 1999; Mudge, S.J. y col., 2001), lo que
sugiere la participacion de forma independiente de otros mediadores moleculares en los
mecanismos fisiopatologicos de la enfermedad. En los analisis de regresion lineal multiple
realizados, NF-kB p65 y c-Fos resultaron variables predictoras independientes de los niveles
de expresion de coldgeno IV, fibronectina 1, pre-proET-1 y MCP-1. Sin embargo, no se
encontrd asociacion entre las actividades de c-Fos y NF-kB, sugiriendo que ambos factores de
transcripcion podrian contribuir independientemente al desarrollo de la fibrosis renal en el
modelo de 5/6Nx. Nuestros datos parecen conferir un papel relevante al TGF-f1 en el
desarrollo de fibrosis en el modelo de 5/6Nx. Como se ha comentado previamente, las vias de
activacion de TGF-Bl1 pueden actuar de forma coordinada con AP-1 en la regulacién
transcripcional de genes como coladgeno I, fibronectina y pre-proET-1 (Tharaux, P.L. y col.,
2000; de Borst, M.H. y col., 2007; Hocevar, B.A. y col., 1999; Rodriguez-Pascual, F. y col.,
2003). Podriamos especular con la idea de que el TGF-B1, a través de la activacion de las
proteinas nucleares Smad, pueda contribuir a la progresion del dafio de forma complementaria
a la activacion de NF-kB. En este sentido, el TGF-f3 se ha mostrado capaz de estimular la
expresion de MCP-1 en células mesangiales sin que medie activacion de NF-kB (Cheng, J. y

col., 2005).

En resumen, esta tesis doctoral pone de manifiesto que la terapia combinada de un
ARAII y una estatina podria ser de gran utilidad para tratar la ERC. La capacidad de este
tratamiento para reducir la actividad de factores nucleares como NF-xB y AP-1, asi como la
expresion de genes profibroticos involucrados en la enfermedad renal como TGF-f, coldgeno
I, I, IV, V y VI, fibronectina 1, laminina B1, pre-proET-1 y MCP-1, avala esta idea. La
importancia de reducir NF-kB, en particular la subunidad p65, parece mas que justificada
debido a su estrecha asociacion con los marcadores de dafio glomerular y tabulo-intersticial.
Por otra parte, la correlacion entre los niveles nucleares de c-Fos y la expresion de diferentes
genes implicados en la inflamacion y fibrosis renal, sugiere que la activacion de AP-1 podria
contribuir al desarrollo de la ERC. Por ultimo, nuestro trabajo propone que el eje TGF-
B/BMP7 puede estar jugando un papel importante en la génesis de la ERC. La pérdida de

actividad de la via del BMP7 podria contribuir directa o indirectamente al incremento de la
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sintesis de proteinas de matriz en las etapas iniciales de la enfermedad, incluso antes de que se
aprecien cambios morfoldgicos resefiables.

Pensamos que los resultados de esta tesis pueden contribuir al desarrollo de nuevas
lineas de investigacion enfocadas a profundizar en los mecanismos moleculares involucrados

en la génesis y progresion de la enfermedad renal.
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Conclusiones

No se encuentran anomalias morfoldgicas en los rifiones a los 7 dias de la ablacion renal,
sin embargo, ya se observa hipertension, albuminuria y puesta en marcha de mecanismos
moleculares relacionados con el aumento de expresion de proteinas de MEC y del factor

quimiotactico MCP-1.

BMP7 y KCP disminuyen su expresion a la semana de la nefrectomia. El colageno I,
colagenos III-VI, fibronectina 1, laminina B1 y MCP-1 se sobreexpresan. La reduccion
de la expresion de BMP7 y KCP podria estar relacionada con una activacion indirecta de
la via de sefalizacion del TGF- y, por tanto, con el aumento de expresion de proteinas

de MEC citadas.

Existen claros signos de dafio renal a nivel morfologico a los 42 dias de realizado el 5/6

de nefrectomia. La albuminuria contintia elevada y la PAS es superior que a los 7 dias.

Se observa aumento de expresion de ET-1, MCP-1, TGF-f y de proteinas de MEC a los
42 dias de la nefrectomia. Contrariamente, BMP7, KCP y laminina B1 no experimentaron
cambios de expresion, lo cual hace pensar que la laminina B1 podria estar regulada por la

via de senalizaciéon de BMP7 mas que por la del TGF-p.

La actividad de NF-kB estd incrementada en la enfermedad renal en el modelo
experimental de 5/6Nx a los 42 dias, observandose ademas, una estrecha correlacion
entre los niveles de p65 y el dafio glomerular y tubulointersticial, asi como con la
expresion de fibronectina 1, MCP-1 y pre-proET-1. Esta ultima observacion se confirmé
en el grupo de animales tratado con el inhibidor selectivo de NF-xB, PDTC, que mostrd
una clarisima reduccion de la expresion de fibronectina 1, MCP-1, pre-proET-1 y

TGF-B1.

Los niveles nucleares de c-Fos estan asociados con la expresion de fibronectina-1,
MCP-1, pre-proET-1, colageno IV y los parametros de dafio glomerular y
tubulointersticial en el modelo de 5/6 de nefrectomia a los 42 dias, lo cual sugiere una

posible participacion de AP-1 en la progresion de la enfermedad renal.
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Conclusiones

Los niveles de c-Fos y p65 se asocian con la expresion de fibronectina-1, MCP-1,
pre-proET-1, coldgeno IV y con el dafio tisular de forma independiente a los 42 dias,
sugiriendo que las acciones de AP-1 y NF-kB pueden contribuir al desarrollo de la

enfermedad renal en el modelo de 5/6Nx por distintos mecanismos.

El bloqueo del sistema renina-angiotensina con un antagonista del receptor AT1 de la
angiotensina Il unido al uso de un inhibidor de la HMG-CoA reductasa y, en menor
medida, el tratamiento con solo el antagonista del receptor AT1, reduce de manera eficaz
la albuminuria, la creatinina plasmatica y los indices de glomerulosclerosis y de dafio
tubulointersticial en los animales con ablacion renal. Ademas, la normalizacion de la
presion arterial sistémica parece tener un papel limitado o parcial en las acciones de los

antagonistas del receptor AT1.

El carvedilol fue el firmaco que mas rapido normaliz6 la PAS. Fue capaz de revertir el
dafio tubulointersticial, en menor medida el glomerular, y apenas ejercié efecto en la

albuminuria.

El antagonista no selectivo de los receptores de la ET-1 fue totalmente ineficaz en este
modelo de ERC, lo que sugiere que el bloqueo simultaneo de ambos receptores no es el

mas indicado para el tratamiento de la enfermedad renal.

La combinacion de una estatina con un antagonista del receptor AT1 de la angiotensina II
es capaz de normalizar en el modelo de 5/6Nx la actividad de AP-1 y de NF-«xB, asi
como la expresion de coldgeno I, colagenos I1I-VI, fibronectina-1, pre-proET-1, MCP-1y
TGF-B, sugiriendo su utilidad potencial en el tratamiento de la enfermedad renal cronica.
El beneficio farmacoldgico de esta combinacion podria deberse, en gran medida, a su

capacidad para controlar la actividad de NF-«B p65.
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