Moduladores de fibrosis y apoptosis asociados a la disponibilidad de ON:

Efecto de rosuvastatina en nefropatia obstructiva neonatal
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Estudios basicos y clinicos sugieren
gue el uso de estatinas puede contribuir a
disminuir la fibrosis e inflamacion en
enfermedades renales. Especificamente la

rosuvastatina, estatina de ultima
generacion, podria tener potencial
terapéutico. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar a los principales genes
moduladores de apoptosis y fibrosis
durante la nefropatia obstructiva neonatal
murina a fin de establecer mecanismos
renoprotectivos relacionados al uso de Ros.
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La enfermedad renal cronica,
definida como la reduccion progresiva e
irreversible del filtrado glomerular, tiene
una elevada incidencia a nivel mundial(1) y
entre los desordenes renales mas complejos
que la producen se encuentra la nefropatia
obstructiva. Esta enfermedad resulta méas
nociva en pacientes pediatricos que en
adultos y es frecuente en los primeros
debido a fallas congénitas del tracto
urinario, sobre todo a nivel de la unién
ureteropélvica, e involucra respuestas
hemodindmicas asi como hidrodinamicas,
las que conducen a cambios celulares en
todos los comparti-mientos renales, fibrosis
intersticial, apoptosis y atrofia tubular(2).
Como consecuencia, se produce una
reduccion del flujo plasmatico renal y del

indice de filtracién glomerular con
significativos cambios en la funcion tubular
renal. Estos eventos provocan alteraciones
en la capacidad de concentrar la orina(3) asi
como pérdida de la capacidad de acidifi-
carla(4).

Estudios basicos y clinicos sugieren
que el uso de estatinas (inhibidores de la
HMCOoA reductasa), podrian contribuir a
disminuir la fibrosis e inflamacion(5). Al
respecto, se ha demostrado que rosuvas-
tatina (Ros), una estatina de Ultima
generacion, podria tener utilidad potencial
como opcidn terapéutica en enfermedades
renales que cursarian con inflamacion y
fibrosis. La relacion entre el uso de estatinas
y la expresion de Hsp70 (una de las
principales proteinas de respuesta al shock
térmico), podria ser til para sugerir efectos
antioxidantes de estos farmacos (conocidos
como pleiotrépicos). Ros restaura la
biodisponibilidad del 6xido nitrico mediante
la expresion de la Oxido nitrico sintasa
isoforma endotelial (ONSe), entre otros
mecanismos, previniendo el estrés oxidativo
y lamuerte celular durante la obstruccion.

El objetivo del presente trabajo fue
evaluar alos principales genes moduladores
de apoptosis y fibrosis durante la nefropatia
obstructiva neonatal murina a fin de
establecer mecanismos renoprotectivos
relacionados al uso de Ros.

Material y Metodologia

Ratas Wistar neonatas de 48 hs de
vida fueron intervenidas quirdrgicamente a
fin de practicarles obstruccion ureteral
unilateral (grupo experimental). Ademas, se
establecid6 un grupo control sin la
obstruccion. Ambos grupos fueron
subdivididos en tratadas o no tratadas con
Ros (10mg / kg por dia) via oral durante 14
dias. Estableciéndose 4 grupos de trabajo:
controles, controles con Ros, obstruidas y
obstruidas con Ros. Posteriormente, se
procedid a nefrectomizar y procesar las
cortezas renales para determinar por RT-
PCR las expresiones de genes como 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS), factor
promotor génico de chaperonas (hsfl),
proteina de shock térmico (hsp70), bax,
bclL2, wtl, p53, snail, proteina morfogénica
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del hueso (bmp7), caderina E, factor
transformador de crecimiento (tgf-B) vy
factor de necrosis tumoral (tnf-a).

Resultadosy Discusion

El analisis de nuestro laboratorio
demostré significativos resultados cuando
analizamos mediante la técnica de TUNEL al
segmento cortical sometido a obstrucciony
posterior tratamiento con rosuvastatina.
Determinamos en cortes de cortezas
renales de ratas neonatas obstruidas de 14
dfas, un numero elevado de células
positivas con intensa marca molecular de
apoptosis en células del epitelio tubular. Por
otro lado, animales obstruidos tratados
oralmente con rosuvastatina, demostraron
un significativo menor nimero de células
positivas (Figural1).

e

Figura 1: Dilatacion tubular y apoptosis
manifiesta en corteza de animales obstrui-
dos durante 14 dias (A). Rosuvastatina
causé una sensible disminucién en la
apoptosis sin cambios en dilatacion tubular

(B)

Originariamente descripta como
una droga con efecto hipolipemiante, la
rosuvastatina arazon de 10 mg/Kg por dia
no produjo una reduccion lipidica
significativa en ratas neonatas, sugiriendo
que la disminucion en la injuria vascular y
tubulointersticial se asociaria a un
mecanismo diferente al de la inhibicion de
lasintesis de colesterol(6). (Figura 2)

La activacion de las RhoGTPasas es
un paso clave en la transicion epitelial
mesenquimatosa (TEM) de las células
tubulares renales, lo cuél contribuye con la
fibrosis intersticial(7). Ademas, ha sido
postulado que las estatinas inhiben la
sintesis de isoprenoides que son esenciales
para la actividad bioldgica de las proteinas
de sefializacién, RhoGTPasas (RhoA vy
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Rac1)(6).
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Figura 2: Perfil lipidico en ratas neonatas
controles, obstruidas y tratadas con
rosuvastatina

Asi, las estatinas condicionarian
una reduccion de la activacién de Rho y
Racl, la disminucién de marcadores de
fibroblastos y la preservacion de la
expresion de los marcadores de células
epiteliales, caderina E y citoqueratina 196.
Al respecto, nuestro laboratorio demostrd
que durante la obstruccién ureteral
unilateral neonatal, disminuye la expresion
de caderina E con respecto a los controles,
lo cual podria asociarse a una pérdida en la
adhesion celular y consecuente transicion
epitelio-mesenquimatosa. De sumo interés
fue establecer que el tratamiento con
rosuvastatina indujo una sensible recupe-
racion en laexpresion de caderinaE, incluso
colocando su nivel de expresion por encima
de los controles (Figura 3). Por otro lado,
existe evidencia de factores que producen
una caida en la expresion de caderina E, dos
deellossonel TNF-08 yel TGF-p9.

.

Figura 3: Tipicos blots RT-PCR para genes de
interésen homogenados de cortezas.
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Las isoformas de TGF-B son

citocinas multifuncionales que juegan un
rol central en la reparacion de tejidos. La
liberacion y activacion de TGF- estimula la
produccién de proteinas de matriz
extracelular e inhibe su degradacion. Estas
acciones contribuyen a la reparacién de
tejidos, que en condiciones normales
conducen a la restauracion de la arquite-
tura normal del tejido y puede ademas
involucrar un componente de fibrosis
tisular. En muchos procesos patoldgicos, el
exceso de TGF- conlleva a fibrosis tisular, lo
que compromete la funcion normal del
6rgano(10).

Recientemente, se realizaron
estudios en ratas tratadas con rosuvastatina
luego de haber sido uni-nefrectomisadas,
utilizando a TGF-B como marcador de
progresiéon de la enfermedad, tomandolo
como un mediador clave de la fibrosis(11).
En total concordancia, nuestros resultados
demuestran que rosuvastatina disminuyd la
expresion de tgf-f (Figura 3). Ademas, TGF-
B tiene unrol complementario con TNF-aen
la fibrogénesis(12). EI TNF-a es uno de los
denominados receptores de muerte celular
que mediarian la via extrinseca de muerte
celular y cuya funcién es participar en la
defensa del organismo ante infecciones y
agresiones externas. Por lo tanto, participa
en los procesos normales relacionados con
la inflamacién. El mecanismo de accién de
los farmacos que intentan frenar la
inflamacién se basa en el bloqueo de dicha
sustancia inflamatoria para que se atente
este proceso y disminuya el dafio. En tal
sentido, nuestros resultados demuestran
claramente el incremento de tnf-a durante
la nefropatia obstructiva neonatal como
consecuencia del proceso nefrogénico. En
tanto que el uso de rosuvastatina disminuyo
significativamente su expresion (Figura 3).

Por otro lado, la fibrosis inducida
por TGF-B puede ser inhibida por la proteina
formadora de hueso 7 (BMP7), mediante la
reinduccion de caderina E.13. BMP7 es
requerida durante la embriogénesis para el
desarrollo normal del esqueleto, ojos y
rifiones. La expresion de BMP7 contintia en
el rifién adulto y se discute que se requiere
en el mesénquima metanéfrico para el
desarrollo continuo del tabulo epitelial, y
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que ademas decrece en respuesta a la
injuria(14). Nuestros resultados estable-
cieron que BMP7 sufrié una muy
significativa disminucién en su expresion
durante la injuria obstructiva haciéndose
casiindetectable. Por su partey apoyando el
rol citoprotector de rosuvastatina en
obstruccion durante la nefrogénesis, BMP7
recupero su nivel de expresion (Figura 3).

En relacion al modelo de obstruc-
cion, se ha demostrado la importancia del
oxido nitrico en la circulacién cortical
manteniendo un adecuado flujo plasmatico
renal en animales tratados con angiotensina
11(15). El 6xido nitrico (ON) es sintetizado
desde tres isoformas enzimaticas siendo la
oxido nitrico sintasa inducible (ONSi) la que
contribuye con mayores niveles. La
formacion de grandes cantidades de ON por
tiempo prolongado, le confiere al gas
actividad citotoxica. No obstante, la elevada
produccion de ON inicialmente es orientada
a la proteccion contra la infeccion, por otro
lado, el efecto supresor en la produccion de
linfocitos y el dafio a la célula huésped
confieren al ON una funcion dual protectora
/ destructiva (16).

Los resultados del presente trabajo
permitieron establecer una significativa
disminucion en la expresion del mensajero
de la enzima ONSi en el rifién obstruido, lo
que podria condicionar una menor
disponibilidad de ON en el sistema.
Ademas, previamente ha sido demostrado
que el ON desempefia un rol antiapoptotico
y antifibrético en la OUU17. Al respecto,
resultados publicados en nuestro
laboratorio demostraron que el ON
endogeno y la expresion de ONSi estaban
disminuidas durante la obstruccion ureteral
unilateral neonatal, dicho evento fue
asociado a la via de sefializacion
mitocondrial a través del incremento en el
ratio bax / bcl-2 y la subsecuente actividad
de la caspasa 318. La inactivacion de las
caspasas directa o indirectamente mediada
por el ON, lograria reducir ladegradacién de
Bcl2 incrementando la concentracion de su
proteina. Por lo tanto, y a través de un
mecanismo indirecto, el ON podria prevenir
la liberacion del citocromo c, frenando la
peligrosa activacion de las caspasas por esta
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via(19).

El ON puede oxidar el glutation
intracelular y modificar los niveles de
antioxidantes dentro de la célula,
resultando en estrés oxidativo. Esta accion
estimula la induccion de las proteinas de
shock térmico Hsp32 y Hsp70. La Hsp70
juega roles esenciales como chaperonas
moleculares bajo condiciones normales o
de estrés, facilitando el plegamiento de
proteinas nacientes, resolubilizando
agregados de proteinas y asistiendo en el
reensamblaje de proteinas desnatura-
lizadas (20).

La acumulacion de proteinas mal
ensambladas produce la movilizacién de las
Hsp70s resultando en un pool libre de
Hsp70 y consecuentemente el cese de la
regulacién negativa sobre el Hsf que se
hallaba unido a Hsps tanto constitutivas
como inducibles. El Hsfl liberado es
fosforilado y se ensambla en trimeros
adquiriendo actividad de unién al ADN y
aumentando la cantidad de ARNm de
Hsp7020. En nuestro trabajo, la expresion
incrementada de ONSi con el uso de
rosuvastatina, condicionaria una mayor
biodisponibilidad de ON asociada
directamente al incremento de hsfl, cuyo
producto proteico actuaria como factor de
trascripcion modulando la expresion de
hsp70 (Figura 4).

e

Figura 4: Tipicos blots RT-PCR para genes de
interés en homogenados de cortezas.
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Por otro lado, recientemente, ha
sido identificado un gen que parece ser el
principal determinante del inicio en la
secuencia de transformacion mesenquimal
a epitelial. Se trata de un gen que se
identificé ausente o mutado en el cancer de
células embrionarias renales (tumor de

Wilms o wtl). Existe evidencia de que wtl
puede estar directamente implicado en la
regulacion de la proliferacion y la
diferenciacion celular.

El gen wtl codifica un producto
génico supresor de tumores que es
expresado en el rifion en desarrollo y en el
sistema urogenital adulto.

La expresion de wtl ocurre
relativamente temprano en el tumor de
Wilms. Ademas, ha sido postulado que es
requerido para promover la transcripcion
de genes que proveen ventajas de
supervivencia a las células tumorales. Wtl
estimula positivamente al promotor de bcl-
2 por medio de una interaccion directa(21).
Los resultados del presente trabajo
confirman en nefropatia obstructiva
neonatal, una sensible disminucién en la
expresion por RT-PCR de wtl. Intere-
santemente, rosuvastatina incrementd la
expresion de wtl lo que permitiria sugerir
desde la probable regulacion de wtl, su rol
citoprotector. Ademas, se ha sugerido que
WT1 estabiliza P53 y modula la muerte
celular interactuando en forma directa con
P53 e inhibiendo la muerte celular mediada
por P53, pero no afecta el arresto celu-
lar(22). Hsfl permite el ingreso de P53 al
nicleo, de modo tal que unadisminucién en
la expresion de Hsfl podria regular negati-
vamente la funcion de P53. Asi, los efectos
que producen WT1 y Hsfl sobre P53 serian
opuestos y/o complementarios.

La apoptosis modulada por el ON
puede ser resultado de dafio en el ADN. P53
detecta este tipo de dafio y actia como
factor de transcripcion de p21y articula el
arresto celular en respuesta a genotoxicos,
si el dafio en el ADN persiste, P53 conduce a
la célula hacia la apoptosis(23). Sin
embargo, P53 puede ayudar en la
reparacion de células dafiadas mediante la
induccion de p27, con el subsecuente
descenso en la fosforilacion de pRb24. Los
resultados de nuestro trabajo demostraron
un marcado descenso en la expresion de
p53 durante la injuria por nefropatia
obstructiva y similar al caso de hsp70, p53
experimentd un significativo incremento en
su expresion con el uso de rosuvastatina,
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tanto en corteza control como en la
obstruida.

De esta manera, rosuvastatina
modularia la respuesta apoptotica y oxida-
tiva propia de la nefropatia obstructiva
contribuyendo a la proteccion del tibulo
intersticio renal durante la OUU neonatal.
La proteccion renal que ejerce Ros durante
nefropatia obstructiva neonatal estaria
asociada a la interaccion entre la respuesta
al shock térmico y la biodisponibilidad de
ON con el concomitante descenso en genes
pro-apoptéticos.
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