Efectos Pleiotropicos de Inhibidores
de 3-hidroxi 3-metilglutaril-coa reductasa en Nefropatia Obstructiva
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Este articulo del area de inves-
tigacion plantea un posible rol terapéutico
de las estatinas (inhibidores de la 3-hidroxi
3-metilglutaril-CoA reductasa) en
enfermedades renales cronicas. Se ha de-
terminado ademas, un efecto hipoli-
pemiante y otros efectos no relacionados

con el metabolismo lipidico, tales como
efectos pleiotrépicos.
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Abstract

The incidence of chronic renal
diseases is increasing world-wide, and there
is a great need to identify therapies capable
of arresting or reducing disease progre-
ssion.

The current treatment of chronic
nephropathies is limited to angiotensin-

Analizadores para la medicion de pH, gases en sangre, electrolitaos, S0;, Hb y glucosa.

OPTI° R/ OPTI° CCA-TS / OPTI° LION
N OPTIMedical

P~
wwwy, optimedical . com

Py | 1= = /{/\‘

|l—
OPTI® R Analizador de gases en sangre con cassettes reusables.
OPTI® CCA-TS Analizador portatil de gases en sangre.
OPTI® LION Analizador de electrolitos.

L
[

i.

]
Je i
fi ]

OPTI® CCA-TS OPTI® LION

_J BG ANALIZADDRES 5.4,
- Argoz BE | C14140FB | C. A, B, A, | Argentina
Tel: 54-11 4856-2024 /5734 /2878

: - Fax: 54-11 4B55-5652
BG Analizadores P
s boa@bganalizadores. com. ar




converting enzyme inhibitors and
angiotensin receptor blockers, but there is
growing clinical and experimental evidence
that statins (3-hydroxy-3-methyglutaryl-
CoA reductase inhibitors) could play a
therapeuticrole.

Resumen

La frecuencia de enfermedades
renales crdnicas se incrementa en todo el
mundo por lo que existe una gran necesidad
de desarrollar terapias capaces de detener o
reducir su progresion. Los tratamientos
actuales de nefropatias cronicas emplean
inhibidores de la enzima convertidora de
Angiotensina (IECA) asi también como
bloqueantes de receptores de Angiotensina
I, no obstante existen crecientes evidencias
clinicas y experimentales donde las
estatinas (inhibidores de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA reductasa) podrian
desempefiar un papel terapéutico muy
relevante.

Palabras claves: estatinas, enfermedad
renal cronica, obstruccion ureteral
unilateral, fibrosis, apoptosis.

Key words: statins, chronic kidney disease,
unilateral ureteral obstruction, fibrosis,
apoptosis.

Introduccién

La enfermedad renal crénica tiene a
nivel mundial una elevada incidencia ya que
maés de 20.000.000 de personas son las que
padecen dicha patologia solo en los Estados
Unidos [Campese VM and Park J. 2007] y
entre los desordenes renales mas complejos
(2) se encuentra la nefropatia obstructiva.
Por nefropatia y uropatia obstructiva se
describen entidades patoldgicas que causan
hidronefrosis por obstruccion del tracto
urinario. Esta enfermedad es frecuente en
nifios debido a fallas congénitas del tracto
urinario sobre todo a nivel de la unién

ureteropélvica e involucra respuestas
hemodinamicas asi como hidrodinamicas,
las que conducirian a cambios celulares en
todos los compartimientos renales, fibrosis
intersticial, apoptosis y atrofia tubular
[Chevalier RL. 2004]. Como consecuencia,
existiria una reduccion del flujo plasmatico
renal y del indice de filtracion glomerular
con significativos cambios en la funcion
tubular renal. Estos eventos provocan
alteraciones en la capacidad de concentrar
laorina[Klahr S. et al 1988] asi como pérdida
de la capacidad de acidificarla [Vallés P. et al
1999]. La obstruccion del tracto urinario a
nivel ureteral resulta mucho més nociva en
pacientes pediatricos que en adultos y es la
principal responsable de insuficiencia renal
cronica en la infancia representando el 16%
de todos los transplantes pediatricos.

La obstruccion ureteral unilateral
(OUVU) como modelo experimental de injuria
renal fue originalmente desarrollado por el
Dr.SauloKlarhy reproduce fielmente las
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condiciones fisiopatologicas de la
nefropatia obstructiva crénica induciendo
entre las principales alteraciones respuesta
inflamatoria (citoquinas), liberacién de
sustancias vasoactivas (angiotensina |,
oxido nitrico, etc.) y aumento de los
procesos apoptoticos y/o necraticos, lo que
favorece la aparicion temprana de signos de
atrofia tubular asi como fibrosis tubuloin-
tersticial [Manucha W. 2007]. Por lo tanto
inflamacién, estrés oxidativo y apoptosis
son los principales mecanismos involucra-
dos en la nefropatia obstructiva y perma-
necen en el centro de atencion de muchos
investigadores. Al respecto, nuestro
laboratorio demostré recientemente en
corteza renal de rata neonata sometida a
OUU por 14 dias, que la disminucion de la
expresion del intercambiador sodio/hidro-
geno isoforma 1 (NHE1) seria un evento de
sefializacion que participaria en la induc-
cion de la apoptosis epitelial tubular a tra-
vés de la regulacion de la familia de genes
BcL2 y la activacion de caspasa 3 [Manucha

W. etal 2007]. Se conoce que ladisminucion
del pHintracelular es un factor que favorece
la activacion de las principales enzimas
ejecutoras de lamuerte celular programada
(caspasas) y nuestros hallazgos contribui-
rian a intentar explicar esa cidificacion
mediante la reduccién de la expresion del
intercambiador que extrusaria H+.(3)

Por otro lado, hemos establecido
que durante la obstruccion cronica de ratas
neonatas (14 dias), existiria una fuerte
induccion apoptotica modulada también
por un serio déficit en la biodisponibilidad
del oxido nitrico (conocido vasoactivo y
actual citoquina) que condicionaria
cambios en la expresién de una de las
proteinas de golpe de calor (Hsp70) (Figura
1), aumento de la actividad de la principal
enzima productora de radicales libres
superdxido (NADPH oxidasa), decremento
del protoncogen BclL2 y aumento de la
actividad de caspasa 3 [Manucha W and
Vallés P. 2008]. Estos resultados apoyarian

loinformado previamente por MiyajimaAy
col. [Miyajima A. et al 2001] quienes
describieron el rol cito-protector del 6xido
nitrico (ON) durante la obstruccion.

Mientras que en contraposicion,
Huwiler A. y col. [Huwiler A. et al 1999]
demostraron que el ON exdgeno causaria
elevacion de los niveles de ceramida en
células mesangiales por activacion de esfin-
gomielinasas y concomitantemente inhibi-
cién de ceramidasas, lo cual en fases tardias
justificaria la generacion de sefiales proa-
poptéticas.

®.

Figura 1: Expresion por Western Blot y
semicuantificacion de Hsp70 en ratas
controles y obstruidas por 14 dias, tratadas
y no tratadas con L-arginina o L-NAME.
Efecto “invivo” de L-argininay L-NAME
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sobre la expresion de Hsp70 Se estudio la
expresion de Hsp70 por Western blot en
homogenatos de cortezas obstruidas y
controles de ratas de 14 dias tratadas con L-
arginina o L-NAME. Después de 14 dias de
tratamiento con L-arginina, se registro un
significativo incremento en los niveles de la
isoforma inducible de la proteina Hsp70 en
cortezas de riflones obstruidos, asi como en
homogenatos controles de animales
tratados con L-arginina en relacion a los no
tratados, ***p<0.01 and *p<0.001
respectively. Se demostrd ausencia de la
expresion de Hsp70 con el tratamiento de L-
AME.
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En la actualidad, y de acuerdo a los
mecanismos puestos en juego durante la
OUU, se postulan mltiples estrategias a fin
de revertir o enlentecer la pérdida de la
funcionalidad tubular. La administracion de
factores de crecimiento, anticuerpos contra
citoquinas pro inflamatorias como TGF-1
[Miyajima A. et al 2000], reguladores de 4
ciclo celular, donantes de ON [Ito K. et al
2005] y bloqueantes de receptores AT1 de
angiotensina Il [Manucha W. et al 2005-1
and Manucha W. et al 2005-2], son algunos
de los mé&s evaluados. Ademas, y con
reciente interés en los Gltimos afios, se han
incluido a las estatinas en los protocolos
empleados para el estudio de trastornos
extra renales asi también como los renales
[Buemi M. et al 2006]. Los ensayos
relacionados a la obstruccion del tracto
urinario y el uso concomitante de estatinas

se fundamentan en los hallazgos realizados
oportunamente en el afio 1983 por el Dr.
SauloKlahr[TannenbaumJ. etal 1983] y mas
recientemente por nuestro laboratorio
[Manucha W. et al 2005-2], donde se logré
demostrar un significativo disbalance del
metabolismo lipidico durante la nefropatia
obstructiva.

Endo y col. (1976), originalmente
aislaron de cultivos de Penicillium la
denominada compactina (mevastatina),
siendo este el primer inhibidor de la 3-
hidroxi 3- metilglutaril Co A reductasa (HMG
Co A reductasa). En adelante, muchas y
variadas estatinas han contribuido con
distintos aportes de interés a la clinica del
paciente dislipémico. Todos estos productos
quimicos comparten la accién farmaco-
I6gica de ser hipolipemiantes por excelencia
ya que al inhibir a la HMG Co A reductasa
disminuyen la produccion de colesterol
atenuando la biosintesis hepatica del
mismo, agotando los fondos comunes
intracelulares de esteroles y aumentando la
transcripcion de receptores de lipoproteinas
de baja densidad. Esto ultimo conduce a
elevar la eliminacion de esas lipoproteinasy
precursores del plasma. Por lo tanto, el
tratamiento de las hiperlipemias se ha
modificado sustancialmente con el uso de
las estatinas, siendo eficaces y seguras en
adultos por lo que podria ser también
beneficioso para nifios con hipercolestero-
lemias.

Hasta el momento seis estatinas han
sido estudiadas en la infancia: lovastatina,
fluvastatina, pravastatina, simvastatina,
atorvastatina y mas recientemente, rosu-
vastatina.

El seguimiento de hasta tres afios
concluyé que a la vez de seguras son muy
Gtiles para reducir colesterol total como LDL
colesterol (Tapia CeballosL. etal 2008).

Ademés de sus efectos hipolipe-
miantes, las estatinas manifiestan otros no
relacionados directamente al metabolismo
lipidico y que podrian referirse en términos
generales como efectos pleiotrépicos
(Tabla). Estos efectos fueron demostrados
inicialmente por Panini SR. [Panini SR. et al

1989].
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Cuadro 1: Efectos inmunomoduladores y
antiinflamatorios de los inhibidores de 3 -
hidroxi - 3 - metilglutaril CoA reductasa

Efectos Anti-inflamatorios

Moléculas de adhesién
Proteinas quimio-atractivas
Factores de transcripcion proinflamatorios
Enzimas proinflamatorias
Marcadores séricos de inflamacion
Endotelina 1, Interleukina 6, Factores de
crecimento, NF«B, Proteina C reactiva

Efectos Inmuno-moduladores

Interferén gamma
Proliferacion idecélulas linfoides
Actividad de células Natural Killer
Antigenos del Complejo Mayor de Histo-
compatibilidad Clase Il
Rechazo de 6rgano

Kidney Int. Vol. 63 (2003) pp. 12-23
Kidney Int. Vol. 71 (2007) pp. 1215-1222

En relacion a la injuria renal propia
de la nefropatia obstructiva, son escasos los
estudios que se han desarrollado, no
obstante justifican el protagonismo signifi-
cativo de ciertas estatinas disminuyendo la
fibrosis asi como la inflamacion. Tal es el
caso de atorvastatina que demostrd
disminucion de lafibrosisy de lainflamacion
intersticial [Tian S. etal 2006; Mizuguchi Y. et
al 2004] al igual que simvastatina [Vieira JM
Jr. Et al 2005], previniendo la activacion y
transdiferenciacion tubular propia de la
fibrosis renal del modelo de OUU. Ademas,
fluvastatina a razén de 40 mg/Kg/dia
demostré actividad antioxidante, dismi-
nucién de la fibrosis y del estrés oxidativo
[Moriyama T. et al 2001]. Por su parte,
Gianella A. y col. [Gianella A. et al 2007]
demostraron que rosuvastatina, una
estatina de Ultima generacion, podria tener
utilidad potencial como opcién terapéutica

Afio 51 Rev 26



en enfermedades renales que cursarian con
inflamaciény fibrosis.

En general, las estatinas y a dosis
elevadas se las clasifica dentro de la
categoria de riesgo en el embarazo. La
rosuvastatina atraviesa la placenta y se ha
encontrado en el liquido amnidtico y en los
tejidos fetales en concentraciones del 20 y
30%, respectivamente, con respecto a las
concentraciones plasmaticas de la madre
después de una dosis oral de 25 mg/kg en
las ratas prefiadas, y en concentraciones
todavia méas altas en las conejas. El
colesterol y otros productos intermedios
son importantes para el desarrollo fetal y el
mantenimiento de los tejidos adultos. No
obstante, estudios recientes “in vivo” e “in
vitro” revelan que la rosuvastatina es
captada eficiente y (6) selectivamente por
las células hepéticas, mientras que en los
fibroblastos y otras células no hepaticas, la
captacion es mucho menor. En particular, en
los cultivos de miocitos humanos, la
rosuvastatina es menos activa que la
atorvastatina y la simvastatina como
inhibidor de la sintesis del colesterol. Esta
menor actividad puede ser importante en la
reduccion de la toxicidad de las estatinas
sobre las células musculares, toxicidad que
se traduce como es sabido en rabdomidlisis,
mialgias y aumentos de la creatina
fosfokinasa (CPK).

Con relacién a los efectos toxicos,
un reciente reporte informa sobre la
seguridad y tolerancia del uso de
rosuvastatina, donde se emplearon los
datos de 12.400 pacientes que recibieron
entre 5y 40 mg. de rosuvastatina en forma
continuada durante un programa
multinacional fase II/1ll. Ningin paciente
presentd rabdomiolisis.

Rosuvastatina fue bien tolerada por
pacientes con dislipemia y su perfil de
seguridad fue similar a otras estatinas del
estudio[ShepherdJ. etal 2004].

Los trabajos de nuestro laboratorio
[Manucha W. et al 2005-1 y Manucha W. et
al 2005-2] y de otros investigadores
[Saborio P. et al 2000 y Modi KS. et al 1990],
han demostrado que la concentracion de

colesterol plasmatica asi como los niveles
de malonildialdehido (MDA) renal
(peroxidacion lipidica) y otros marcadores
del metabolismo lipidico, fueron todos
considerablemente aumentados en los
animales sometidos a OUU. Por lo tanto, el
estrés oxidativo es una constante en la
injuria renal obstructiva y siendo la
actividad de la enzima NADPH oxidasa la
principal responsable de niveles elevados
del anién superéxido, resulta de especial
interésy en relacion al uso de rosuvastatina
arazon de 20 mg/Kg, que dicho tratamiento
revierte la pérdida de la integridad en la
barrera de filtracion de podocitos en un
modelo de ratas transgénicas Ren2 con un
transgen de renina de ratdon que se
caracteriza por incrementar los niveles de
estrés oxidativo renal asi como albuminuria
(Whaley-Connell Aetal 2008).

Un novedoso reporte concluye, que
el uso concomitante de rosuvastatina y un
blogueante de receptores de angiotensina
Il (candesartan) en el modelo de
glomeruloesclerosis mesangioproliferativa
experimental, detiene significativamente el
avance hacia la fibrosis renal crénica y la
insuficiencia. La accion aditiva de ambos
tratamientos incluiria acciones separadas e
independientes sobre la fibrogénesis renal,
(7) infiltracion celular e inflamacion
(factores claves en la progresion de la
enfermedad renal crénica) (Kramer S. et al
2008).

La induccién a la apoptosis es
esencial para mantener la integridad
funcional del rifidn (desarrollo normal asi
como recambio celular fisiologico). Por lo
tanto, la interpretacion de los aconte-
cimientos reguladores de la misma durante
la nefropatia obstructiva, contribuiran a
incrementar nuestro conocimiento sobre el
temaen virtud del cual podran establecerse
nuevosy mejores criterios para el desarrollo
de terapias mas convenientes. Con relacion
a esto, en un reciente trabajo de nuestro
laboratorio demostramos disminucion en la
expresion de Hsp70 durante la obstruccion
ureteral unilateral neonatal como factor
clave en el desarrollo injdrico renal y que el
oxido nitrico induciria la expresién de
Hsp70, lo cual contribuiria protegiendo del

dafio apoptotico y oxidativo (Manucha W
and Vallés P. 2008). Resultados que
apoyarian los hallazgos previos descriptos
por el grupo del Dr. T. Uchiyama, donde
mostraron que el uso de estatinas induciria
laexpresion de un factor (HSF1) que a su vez
incrementaria la expresién de Hsp70
favoreciéndose la funcion endotelial y
organica (Uchiyama T. et al 2007). La
relacion entre laexpresion de Hsp70y el uso
de estatinas podria ser Gtil para intentar
justificar sus efectos antioxidantes ya que
éste y otros factores asociados son la
respuesta mas temprana a la injuria
oxidativacelular.

Actualmente, nuestro laboratorio
lleva adelante experimentos con ratas
neonatas sometidas a cirugia obstructiva
unilateral y luego de 2 semanas de trata-
miento con rosuvastatina a razén de
10mg/Kg/dia por via oral. Resultados
preliminares demuestran reversion de
parametros de estrés oxidativo asi también
como disminucion de la actividad de la
enzima NADPH oxidasa, incremento en los
niveles corticales de 6xido nitrico endégeno
y balance de los principales moduladores de
la via mitocondrial apoptdtica (resultados
preliminares ain no publicados). Ademas,
los ensayos tanto de western blot como asi
también RT-PCR, justifican en corteza renal
una disminucién de la expresion de Hsp70
durante la obstruccion; mientras que los
animales tratados con la rosuvastatina,
incrementaron su expresion por encima del
control (Imagen 2).

.

Imagen 2: Efecto de Rosuvastatina sobre la
expresion (RT-PCR) de Hsp70 en ratas
neonatales obstruidas unilateralmente.

Dichas modificaciones podrian
justificar unrol citoprotector de la estatinaa
expensas principalmente de la modulacién
del estrés oxidativo propio del modelo asi
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también como de laapoptosis.

Finalmente, si bien la frecuencia de
enfermedades renales crdonicas se
incrementa en todo el mundo, lo cual
demandaunagran necesidad de desarrollar
terapias capaces de detener o reducir la
progresion de la enfermedad y no obstante,
son muchas las evidencias basicas y clinicas
que informan sobre posibles beneficios de
las estatinas en alteraciones funcionales del
rifidn, aun se requieren de mdltiples
estudios para confirmar su inocuidad y
justificar suuso sobre todo en nifios.
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