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Resumen

La enfermedad renal cronica (ERC) es un problema de salud global que afecta
a cerca de 850 millones de personas en el mundo y ademas se asocia con el
desarrollo de alteraciones cardiacas que incrementan en mas del 50% el riesgo de
mortalidad prematura en los pacientes. En estudios previos, se ha mostrado que
durante la ERC se desarrolla hipertrofia, fibrosis y disfuncion del miocardio
acompafada de la inactivacion de la sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS) a
nivel cardiaco. Debido a esta problematica, en la primera parte de esta tesis se
evaluo el efecto de la administracion de L-arginina, como sustrato de la eNOS para la
sintesis de 6xido nitrico, sobre la aparicion de alteraciones cardiovasculares en un
modelo de ERC en ratas Wistar macho. Se encontré que algunas de las alteraciones
cardiacas como hipertrofia, fibrosis y disfuncién cardiaca asi como la inactivacién de

la eNOS se previnieron cuando los animales con ERC fueron tratados con L-arginina.

En la segunda parte de esta tesis, se hizo énfasis en el estudio de la
respuesta inflamatoria en etapas tempranas de la ERC sobre la aparicion de
alteraciones cronicas en el corazoén. Se observé que en la fase temprana (72 y 120 h)
de la ERC hubo un incremento en la infiltracion de células inflamatorias al corazén
como neutrofilos, linfocitos T CD4 + y células dendriticas. Al eliminar a los neutréfilos
en la fase temprana de la ERC se observo que la hipertrofia cardiaca disminuye en
los animales con ERC. Al estudiar los posibles mecanismos involucrados en el
incremento del infiltrado inflamatorio en el corazén durante la ERC, encontramos que

en las etapas tempranas de la ERC, se incrementa la expresion de 54 genes

vii



relacionados a procesos de activacion del sistema inmune y respuesta a interferon.
Finalmente, al evaluar las modificaciones epigenéticas en los corazones de los
animales con ERC igualmente en etapas tempranas, mediante secuenciacién por
bisulfito, se encontré6 que en la fase inicial de la progresion de la ERC hay 104
regiones metiladas diferencialmente (DMRs) comparado con los controles. Los genes
asociados a DMRs incluyeron genes relevantes para la funcion cardiaca y que
participan en procesos como la regulacion de la estructura y metabolismo cardiaco,

corrientes eléctricas del corazon y riesgo de infarto al miocardio.

En conjunto, nuestros resultados muestran que en un modelo experimental de
ERC se presentan alteraciones cardiacas tempranas como la infiltracion de células
inflamatorias, cambios transcripcionales y epigenéticos que pueden contribuir al
desarrollo de alteraciones cardiovasculares crénicas en la ERC. Ademas mostramos
que el tratamiento con L-arginina previene el desarrollo de fibrosis e hipertrofia

cardiacas cronicas durante la ERC a través de promover la activacion de la eNOS.
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Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is a global health problem that affects around
850 million people in the world. CKD is associated with the development of cardiac
alterations that increase in more than 50% risk of mortality. In a previous study, it was
demonstrated that during CKD progression, cardiac alterations including hypertrophy,
fibrosis, and myocardial dysfunction appear, and these events are related to the inac-
tivation of the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in the heart. Because of that,
in the first part of this research, we evaluated the effect of L-arginine administration,
as an eNOS substrate for nitric oxide production, in the development of cardiovascu-
lar alterations in a CKD model in male Wistar rats. We found that the cardiac altera-
tions like hypertrophy, fibrosis, cardiac dysfunction, and eNOS inactivation in the
heart were prevented when the animals were treated with L-arginine, suggesting that

protection may be due to enhanced nitric oxide production in the heart.

In the second part of this study, we focused on the cardiac inflammatory response
during the early stages of CKD and its role on the emergence of chronic cardiac al-
terations. We observed that during the early phase of CKD (72h and 120h), there was
an increase in the infiltration of inflammatory cells like neutrophils, T lymphocytes,
and dendritic cells. By depleting neutrophils in the early phase of CKD we showed
that cardiac hypertrophy was reduced in the CKD animals. Next, we studied the pos-
sible mechanisms involved in the increase of inflammatory infiltration in the heart dur-
ing CKD and we found that during the early stages of CKD there was an increased

expression of 54 genes related to inflammatory processes like immune system activa-



tion and interferon response. Finally, by evaluating epigenetic modifications in the
hearts of CKD animals also in early stages, through bisulfite sequencing, it was found
that in the initial phase of the CKD progression there were 104 differentially methylat-
ed regions (DMRs) as compared with controls. The genes associated with DMRs in-
cluded relevant genes to cardiac function maintenance and some that participate in
the processes like regulation of cardiac metabolism and structure, pacemaker, and

myocardial infarction risk.

Taken together, our results show that early cardiac abnormalities such as infiltration
of inflammatory cells, transcriptional, and epigenetic changes occur in an experi-
mental CKD model and that these alterations can contribute to the development of
chronic cardiovascular abnormalities in CKD. We also show that treatment with L-
arginine prevents the development of chronic cardiac fibrosis and hypertrophy during

CKD by promoting eNOS activation.
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1. INTRODUCCION:

1.1 Enfermedad renal cronica

La enfermedad renal cronica (ERC) es un problema de salud global que ha
reemplazado a la desnutricion e infecciones como las principales causas de
mortalidad durante el siglo XX (Elhafeez et al., 2018). La ERC en 1990 era la causa
numero 36 de muerte y en 2013 se consideré6 como la numero 19, lo que destaca
que la ERC se ha instaurado como un problema de salud publica grave. La
prevalencia mundial de la ERC se ha estimado en 11.1% lo que indica que
aproximadamente 850 millones de personas en el mundo tienen algun grado de ERC
(Jager et al., 2019). En América, la ERC afecta a mas de 20 millones de personas,
de las cuales, mas de 500,000 personas tienen enfermedad renal en etapa terminal
(ERCT). La ERCT se asocia con altas tasas de mortalidad a pesar de las
intervenciones farmacoldgicas existentes y las terapias de reemplazo renal modernas
(Draws, et al., 2015; Kumar, et al 2014). Los pacientes que comienzan la terapia de
hemodialisis como terapia de reemplazo renal, tienen mayor riesgo de morir en los
primeros 4 meses y estas cifras acontecen en 27.5 muertes por cada 100 personas
al ano, lo que se calcula en una tasa de mortalidad anual del 20% (Kumar, et al.,
2014). Dentro de estos datos, es importante mencionar que los pacientes que
comienzan didlisis en un rango de edad de 25-29 afios de edad tienen una
esperanza de vida de solo 18.5 afios, es decir, viven aproximadamente 33 afios

menos que alguien en el mismo grupo de edad sin ERC. Otro grupo de edad que se



afecta de forma importante en pacientes con ERC, lo representa el de 65-74 afos
puesto que al comenzar la dialisis se espera que tenga una esperanza de vida de 5
afos, es decir, casi 50% menos que el mismo grupo en la poblacion en general.
Ademas, es importante destacar que los pacientes con mayor edad tienen un riesgo
mas alto de desarrollar ERCT y mayor riesgo de muerte (Bucaloiu et al., 2012).

Las causas mas comunes de la ERC son diabetes e hipertensién, mismas que
representan entre el primero y segundo lugar entre los factores de riesgo de muerte
en la poblacibn mexicana y que en conjunto se destacan como unos de los
principales problemas de salud a nivel mundial (Moreno-Altamirano et al., 2014). Por
otro lado, se ha visto que la ERC es un factor de riesgo independiente para
desarrollar enfermedad cardiovascular (Reddy, et al., 2014), alteraciones O&seas,
anemia, acidosis, desnutricion, desdrdenes minerales, disfuncion cognitiva y otras
causas de muerte (Draws, et al., 2015). Aunado a estos hallazgos, se ha estimado
que la prevalencia mundial de la ERCT y la mortalidad y morbilidad cardiovascular
atribuible, pueden alcanzar proporciones epidémicas durante los proximos 10 afos
por lo que la prevencion y deteccidon temprana son absolutamente una prioridad en la
salud publica (Elhafeez et al., 2018).

Las guias KDIGO (Kidney disease improvement global organization, por sus
siglas en inglés) son resultado de convenciones internacionales en las que se ha
establecido la definicion y estratificacion por grados de la ERC. Las guias KDIGO son
importantes en el diagnéstico de la ERC ya que en ellas se describen las

anormalidades que se presentan durante la ERC y también se toman en cuenta



variables importantes como la edad, género, raza/etnia, dieta y comorbilidades

asociadas, las cuales son utiles durante el diagndstico clinico.

En las guias KDIGO se hace énfasis en medir la tasa de filtracion glomerular
(TFG) (volumen del filtrado glomerular que se forma por unidad de tiempo) para
establecer la presencia y el grado de dafo renal. La TFG es un componente de la
funcion excretora y se utiliza como un indice de la funcion renal. Los valores tipicos
de una TFG normal son de alrededor de 180 litros/dia 6 125 ml/min en humanos y se
sabe que este valor se reduce después de un dafo estructural extenso y que la
mayoria de las funciones renales declinan en paralelo con la TFG durante la ERC
(Draws & Mahboob, 2015). En términos especificos, la ERC se define como la
presencia de dafio renal o una disminucién en la tasa de filtracion glomerular (TFG)
menor a 60 ml/min/1.73m? que se mantiene por mas de tres meses (Draws &
Mahboob, 2015). La ERC se estratifica dentro de categorias y subcategorias en las
que se toma en cuenta el valor de la TFG para indicar el grado de ERC (Tabla 1) y
los valores de albuminuria (Tabla 2) para establecer las categorias de la ERC (Figura
1). La estimacion de la TFG se realiza con base en los valores de creatinina en suero
y se puede confirmar utilizando un marcador de filtracién alternativo como cistatina C,
una proteina que se degrada a tasas constantes en el organismo (Clinical Practice

Guideline for the Evaluation and Management of Chronic Kidney Disease, 2013).



Tabla 1. Categorias de la ERC con respecto a los valores de la TFG. Modificado con respecto
al original. Guia KDIGO 2012 (Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of
Chronic Kidney Disease., 2013).

G1 >90 Normal o alta

G2 60-89 Disminuida medianamente

G3a 45-59 Mediana a moderadamente
disminuida

G3b 30-44 Moderadamente a severamente
disminuida

G4 15-29 Severamente disminuida

G5 <15 Falla renal

Tabla 2. Descripcion y rango de las categorias de albuminuria persistente para el
diagnéstico de ERC. Guia KDIGO 2012 (Clinical Practice Guideline for the Evaluation and
Management of Chronic Kidney Disease., 2013).

Normal a medianamente Moderadamente .
. . Severamente incrementada
incrementada incrementada
<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol >30 mg/mmol

Se ha descrito que existe una relacién entre la disminucion de la TFG vy el
riesgo de mortalidad, es decir, a medida que la TFG disminuye, el riesgo de muerte
incrementa en los pacientes con ERC por lo que se infiere la importancia de tomar en
cuenta este parametro en la determinacion de la funcién renal. Las anormalidades
funcionales de los rifiones que también se valoran para el diagnostico de la ERC
incluyen; proteinuria (incremento en las cantidades de proteinas plasmaticas en
orina), albuminuria (pérdida anormal de albumina en la orina) o irregularidades del

sedimento urinario como células tubulares renales, células rojas dismorficas (Draws



et al., 2015) y la aparicion de quistes celulares (Clinical Practice Guideline for the

Evaluation and Management of Chronic Kidney Disease., 2013).

Persistent albuminuria categories
Description and range
A1l A2 A3
Prognosis of CKD by GFR o
and Albuminuria Categories: ‘r’n"i}‘da; 0 Moderately Severely
KDIGO 2012 increasy - increased increased
<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol >30 mg/mmol
G1 Normal or high 290
£
& g G2 Mildly decreased 60-89
ES
Es Mildly to moderately
E & G3a | jocreased 4559
2 s
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Figura 1. Parametros de la TFG y albuminuria que se toman en cuenta para el diagnéstico de la
categoria en la que se encuentra la ERC. Guias KDIGO (Kidney Disease Improve Global Organizati-
on, 2012). Verde, bajo riesgo (si no hay otros marcadores de dafo renal, no hay ERC); amarillo, riesgo
moderadamente incrementado; naranja, alto riesgo; rojo, muy alto riesgo.

Adicional a la importancia que tiene la ERC en la practica clinica, es
interesante mencionar que cerca del 50% de las muertes en pacientes con ERC es
debido a complicaciones cardiovasculares (Kumar et al., 2014; Tsuruya et al., 2015)
y se ha propuesto que la disminucion de la TFG tiene una relacion inversamente

proporcional con el incremento en el riesgo de muerte por el desarrollo de eventos



cardiovasculares, sin embargo, los mecanismos fisiopatolégicos que participan en el

dafo cardiovascular en pacientes con ERC no estan del todo claros.

La ERC que surge como consecuencia de un episodio de lesion renal aguda
(LRA) es una condicion clinica que resulta en la pérdida progresiva de la funcion
renal y se asocia con alteraciones histolégicas como fibrosis tubulointersticial y
esclerosis glomerular (Butler et al., 2018; Picken et al., 2016). El dafio durante la
ERC, se determina principalmente dentro del parénquima renal, vasos sanguineos
renales o sistemas colectores y a menudo se infiere por el uso de biomarcadores
mas que por examinacion del tejido renal (Clinical Practice Guideline for the
Evaluation and Management of Chronic Kidney Disease., 2013). En modelos
experimentales en roedores, el desarrollo de ERC, posterior a LRA inducida por
isquemia/reperfusion (IR), se caracteriza por el incremento progresivo en los niveles
de proteinuria, disfuncién renal, disminucion de la TFG, fibrosis renal, lesion de los
podocitos (se asocian en la formacion de la barrera de filtracion glomerular y funcion
del glomérulo), hipertrofia y esclerosis glomerular (Barrera-Chimal et al., 2018;
Picken et al., 2016). Estos mecanismos inducen la destruccion progresiva de las
nefronas y la falla o insuficiencia irreversible de la funciéon renal por lo que los
pacientes requieren de didlisis, hemodialisis o trasplante renal para sobrevivir (Kumar

et al., 2014).

Es por estos antecedentes, que consideramos que el modelo de ERC inducida

por isquemia/reperfusion renal en roedores sera de gran utilidad en el estudio de las



alteraciones cardiovasculares que se desarrollan durante la ERC por lo que en la

siguiente seccion se detallara la fisiopatologia de esta enfermedad.

1.2 Enfermedad renal crénica por lesién renal aguda (LRA)

La lesidén renal aguda (LRA) es un sindrome clinico que se caracteriza por una
reduccion rapida (48h) de la funcién renal identificada por la disminucién de la TFG.
La LRA aparece como consecuencia de un dafo isquémico, séptico o nefrotdxico y
se caracteriza por necrosis tubular aguda, puesto que las células epiteliales tubulares
son el principal segmento de dafio después de la LRA, en particular, las del tubulo
proximal ya que dependen la respiracion aerobia y tienen altas demandas
metabdlicas (reabsorcion de fluidos y electrolitos) (Bonventre & Yang, 2011). De
acuerdo a las guias KDIGO (Moore et al., 2018), en la practica clinica, la LRA se
define con base en los niveles de creatinina en suero (un producto del metabolismo
de la creatina) y la produccion de orina. Existen tres parametros utilizados en la
clinica para diagnosticar LRA y son los siguientes; 1) cuando hay un aumento de la
creatinina en suero mayor a 0.3mg/dl dentro de 48 horas, 2) cuando la creatinina
incrementa en suero durante los primeros 7 dias mas de 1.5 veces con respecto al
valor basal, 6 3) cuando el volumen urinario es menor a 0.5ml/kg/h por 6 horas.
Ademas, la LRA se ha estratificado en 3 estados dependiendo de la fluctuacion de

los valores de la creatinina en el suero (Tabla 3) (Moore et al., 2018).



Tabla 3. Estratificacion del estado de lesién renal aguda con base en la produccion de orina 'y
los niveles de creatinina en suero. Guias KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes).
Tabla modificada de (Moore, et al., 2018). SCr: Creatinina en suero.

SCr a 1.5-1.9 x la basal por 7 dias o

1 <0.5mL/Kg/h por 6-12 h incremento absoluto >0.3mg/dL por
mas de 48 h.
2 <0.5mL/Kg/h por > 12 h Scr a 2.0-2.9 x la basal.
Scr a >3.0x la basal, o incremento en
3 <0.3 mL/Kg/h por > 24 h o Scr a >4.0mg/dL o inicio de terapia de
anuria por > 12 h reemplazo renal.

La lesion renal aguda es frecuente en los pacientes hospitalizados (5-15%), su
incidencia ha ido en incremento y se asocia con altas tasas de mortalidad y
morbilidad en todo el mundo (Picken et al., 2016), especialmente, en pacientes que
se encuentran en la unidad de cuidados intensivos en donde la tasa de mortalidad es
mayor al 50% (Barrera-Chimal et al., 2012; Ferenbach et al., 2015). La incidencia de
la LRA ha crecido de forma constante debido al envejecimiento de la poblacion, el
incremento en el numero de intervenciones invasivas que comprometen la
hemodinamica renal y la presencia de comorbilidades como diabetes, obesidad e

hipertension (Barrera-Chimal et al., 2011; Picken et al., 2016; Sharfuddin et al., 2011)

La fisiopatologia de la LRA no es conocida completamente y existe una falta
de agentes terapéuticos que la puedan tratar en la practica clinica cotidiana. Un
insulto renal agudo o la disminucién en el volumen corporal debido a episodios de

diarrea, deshidratacion o sangrado pueden producir la disminucion de la perfusion



renal y causar LRA, lo que predispone a ERC (Draws et al., 2015; Ferenbach et al.,
2015). Dentro de las principales etiologias que causan la LRA, se encuentran
complicaciones por sepsis, cirugias mayores, uso de agentes de radiocontraste y
farmacos nefrotéxicos (Sharfuddin et al., 2011) que convergen en un fenémeno de
isquemia reperfusién IR e hipoxia renal localizada o generalizada que produce
inflamacion, dafio en la oxigenacion tisular, disminucion de 6xido nitrico (NO) local,
aumento de citocinas pro fibréticas y proinflamatorias, factores de crecimiento y
especies reactivas de oxigeno (ROS) deletéreas (Barrera-Chimal et al., 2018; Picken

et al., 2016; Tsuruya et al., 2015).

Una vez que se presenta un episodio de LRA, se ha mostrado que una
proporcion importante de los pacientes progresan a ERC en los cinco primeros afos
posteriores al episodio agudo de dafo renal. La transicién de la LRA a ERC depende
de distintos factores como la severidad, duracién y frecuencia de los episodios de
LRA o bien, ERC preexistente y la coexistencia de otros factores de riesgo como
diabetes e hipertension (Barrera-Chimal et al., 2011; Picken et al., 2016; Tan et al.,
2016). En un estudio retrospectivo, se observdé que el 6.6% de una muestra de
pacientes con LRA quienes recuperaron la funcién renal completamente, exhibieron
mayor riesgo de muerte y desarrollaron ERC después de 2-4 afos de seguimiento, lo
que destaca que la LRA no se recupera totalmente (Barrera-Chimal et al., 2012;
Bucaloiu et al., 2012). Por otro lado, en diferentes estudios epidemiolégicos con un
gran numero de pacientes se ha demostrado que los pacientes con LRA desarrollan

ERC y posteriormente ERCT por lo que los pacientes requieren dialisis, hemodialisis



o trasplante renal para sobrevivir (Picken et al., 2016; Sud et al., 2014; Tan et al.,
2016). Es por la evidencia anterior que en los ultimos afios se ha reconocido que la
lesion renal aguda puede no ser tan inocua como se pensaba y es capaz de inducir

alteraciones renales a largo plazo que conllevan al desarrollo de ERC.

La LRA altera diferentes tipos de células a lo largo de la longitud de la nefrona
(Figura 2) (la unidad funcional del rifidén) y produce diferentes patrones de dafio
heterogéneos. Entre las caracteristicas mas visibles a nivel histolégico en la
transicion de LRA a ERC destacan: fibrosis tubulointersticial, especialmente dentro
de regiones medulares externas e internas, necrosis y apoptosis de células
epiteliales tubulares y endoteliales microvasculares que conducen a la pérdida entera

de las nefronas (Figura 3) (Picken et al., 2016).
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Figura 2. Anatomia del rifién. En el lado izquierdo se muestra un corte sagital de rifién en el que se
aprecian zonas como la corteza, la médula y la pelvis renal. En el lado derecho se hace un acerca-
miento de la nefrona, la unidad funcional del rifién, en donde se llevan a cabo los procesos de filtra-
cion, absorcion y excrecion que produciran la orina. Imagen modificada del programa BioRender.com

A nivel fisiolégico y bioquimico existe vasoconstriccion persistente, desbalance
de factores vasoconstrictores como endotelina, angiotensina Il, tromboxano A2,
disminucién de agentes vasodilatadores como NO, prostaglandina |, acidos
epoxieicosatrienoicos (Daiber et al., 2019), produccion vy liberacién de ROS, arresto
en el ciclo celular en la fase G2/M de células epiteliales dafiadas (Bonventre et al.,
2011), proliferacion celular descontrolada en los tubulos renales, transdiferenciacion
de pericitos a miofibroblastos productores de colagena tipo Il (fibrosis) (Ferenbach &
Bonventre, 2015), inflamacion renal sostenida, hipoxia y senescencia celular que
contribuyen a la pérdida de nefronas y empeoran la fibrosis tubulointersticial

(Barrera-Chimal et al., 2012; Daiber et al., 2019; Ferenbach & Bonventre, 2015).

La rarefaccién vascular (pérdida de vasos sanguineos) es un fendmeno
importante para la progresion de la ERC. El dafo de las células endoteliales en los
capilares peritubulares en el rifidn en contextos como la isquemia-reperfusion pueden
inducir rarefaccion vascular que conducen al desarrollo de hipoxia crénica y de
fibrosis renal y subsecuente ERC (Jourde-Chiche et al., 2019). Después de que
ocurre una lesion renal, la microcirculacion se compromete y hay un desbalance en

la produccién de NO, ROS y aporte de O2 que culmina en hipoxia y estrés oxidante.
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Figura 3. Mecanismos de la transiciéon de la LRA a ERC. De izquierda a derecha se muestran las
alteraciones estructurales que se manifiestan después de que un rindbn sano se expone a un
fendmeno de LRA y la progresion a ERC. Imagen tomada de Bonventre, et al., 2015 Nat Rev Nephrol.

La microvasculatura carece de capacidad regenerativa y después de una
lesion se produce rarefaccion vascular que induce hipoxia focal, activacion de
cascadas de inflamacién y desarrollo de fibrosis intersticial (Kramann et al., 2014). Se
ha visto que durante la ERC la pérdida de capilares correlaciona con la severidad de
la fibrosis. Ademas se ha demostrado que durante la ERC existe una reduccion
global en la perfusién de los capilares peritubulares y cambios en la perfusién
glomerular (Lubas et al., 2015). El grado de severidad de la lesion inicial incide en el

desarrollo de la rarefaccion capilar peritubular y en respuesta a la LRA los capilares

que sobreviven tienen una reduccion del tamafio o se pierden, lo que conduce a un
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mecanismo de hipoxia cronica que afecta de forma severa al rindbn. En este
escenario hay un incremento en la permeabilidad vascular, edema intersticial y
compromiso del flujo sanguineo que empeoran el pronéstico de la ERC. La
consecuencia a largo plazo de la lesibn microvascular es una reduccion de la
densidad de capilares peritubulares, en parte, por la respuesta a la disminucién del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y por otro lado, por el incremento
del factor de crecimiento transformante-p (TGF- B), lo que produce hipoxia y fibrosis

renal (Zuk et al., 2016).

Las células del epitelio tubular proximal son el principal segmento de dafo
durante la LRA debido a la alta demanda metabdlica de procesos de reabsorcion de
electrolitos, glucosa y aminoacidos (Bonventre & Yang, 2011). Ademas, en la
mayoria de los modelos animales, la IR dafa principalmente el segmento S3 del
tubulo proximal, mientras que en humanos se ha demostrado que la lesion es tanto
en las células de los tubulos proximal y distal, asociandose con incrementos de
biomarcadores respectivos de estas células como KIM1 (kidney injury molecule-1) y
NGAL (neutrophil gelatinase- associated lipocalin) (Kramann et al., 2015). A pesar
del potencial regenerativo que existe en los tubulos, existe evidencia que muestra
que la LRA no se recupera completamente debido a la reparacion incompleta o
defectuosa, lo que conduce al desarrollo de fibrosis intersticial y de ERC. La fibrosis
es una caracteristica de la reparacién no-adaptativa durante la LRA (Yang et al.,
2011). La fibrosis se origina principalmente, por la activacién de miofibroblastos que

producen fibronectina y colagena (proteinas de matriz extracelular (ME)) y es la via
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final comun para casi todas las enfermedades renales progresivas por lo que se ha
propuesto que su inhibicion podria mejorar el pronéstico de la ERC, sin embargo, es

un campo que permanece activamente en estudio.

Durante la transicion de la LRA a ERC producida por un fendbmeno de
isquemia y reperfusién, se activan vias inflamatorias y moleculares que inician
diversos procesos que conduciran al desarrollo de fibrosis y la pérdida de nefronas
funcionales (Yang et al., 2011). Se sabe que el infiltrado de células inflamatorias al
rindbn después de la lesion por isquemia-reperfusion, contribuye al dafo del
parénquima y provee una respuesta protectora, sin embargo, esto depende de las
diferentes poblaciones celulares y su respectiva contribucion. La inflamacion puede
resultar en necrosis o lesion tubular aguda y morfolégicamente se puede observar en
la parte mas alejada de la médula externa del rindn (Ferenbach et al., 2015). Las
células que fueron dafnadas letalmente o la recuperacién inadecuada de células
subletalmente dafiadas denota la transicién de la LRA a ERC (Bonventre & Yang,
2011; Ferenbach & Bonventre, 2015). La transicion de LRA a ERC se caracteriza
ademas por la lesién y la pérdida de nefronas que no fueron lesionadas durante LRA
o tuvieron una recuperacién esencial desde el episodio de LRA y esto posteriormente
procede hacia la pérdida de la funcion renal y correlaciona con un agravamiento de la
fibrosis tubulointersticial y el pronéstico de la ERC (Ferenbach et al., 2015; Kramann
et al., 2015; Picken et al., 2016). Se ha reportado ampliamente, que el desarrollo de
fibrosis durante la ERC se asocia con niveles elevados de citocinas proinflamatorias

como IL-6, TNF-a e IL-1B que correlacionan con la progresion de la enfermedad, es
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decir, incrementan con la agudizacion de la ERC. EI TNF-a es un potente inductor de
moléculas de adhesion celular como la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1)
y la molécula de adhesidn celular vascular (VCAM-2) que se expresan en el endotelio
de vasos sanguineos, plaquetas y leucocitos y esto facilita la migracion de las células
inmunes desde la circulacion dentro de areas de inflamacion en el tejido. Ademas,
estas moléculas incrementan en relacion con el grado de la ERC (Colombo et al.,
2008).

Adicionalmente, existen mecanismos hemodinamicos renales que contribuyen
a la transicién de LRA a ERC, entre éstos se encuentran la disminucion del flujo
sanguineo renal (FSR), vasoconstriccion de la arteriola eferente para mantener la
TFG adecuada, hiperfiltracion de las nefronas no danadas e hipertrofia renal que en
conjunto conducen al desarrollo de dafo hipoxico tubular, apoptosis de las células
renales, pérdida de la masa de nefronas y disfuncion renal (Obi et al., 2016;
Sharfuddin et al., 2011). La IR renal se caracteriza por la reduccion sostenida en el
FSR y el aporte de oxigeno a los rifiones. La reduccion en la perfusion renal se
desencadena por la vasoconstriccion producida por un desbalance en factores
vasoactivos, entre ellos, la reduccion en la biodisponibilidad de NO que juega un
papel esencial en la homeostasis endotelial (Jourde-Chiche et al., 2019). También,
hay una sobreactivacion del sistema nervioso simpatico como resultado de la IR
debido a que incrementan los niveles de angiotensina Il y se suprime el NO (Daiber
et al., 2019; Kumar et al., 2014; Tsuruya et al., 2015). En relaciéon con esto, en un

estudio en pacientes postoperatorios sometidos a multiple reemplazo valvular se
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observo que la transicion de LRA a ERC se redujo gracias a la suplementacion con
NO durante un afo posterior a las cirugias (Lei et al., 2018).

A pesar de que en los ultimos afnos se ha avanzado en el conocimiento de los
mecanismos celulares y moleculares renales que participan en la progresion de la
ERC por LRA, se conoce muy poco sobre los efectos de la ERC en otros érganos
como el corazén. Debido a esto, consideramos de suma importancia el caracterizar
que ocurre en el corazén durante la progresién de la ERC debido al alto porcentaje
(aprox 50%) de pacientes con ERC que fallecen por complicaciones cardiovasculares

(Kumar et al., 2014).

1.3 Alteraciones cardiovasculares en pacientes con enfermedad renal
crénica

Aunado a las alteraciones renales anteriormente mencionadas, es importante
destacar que numerosos estudios observacionales han demostrado un exceso de
riesgo cardiovascular asociado a ERC (Moody et al., 2012). Se ha estimado que
cerca del 50% de los fallecimientos en la poblacion con ERC, se atribuye al
desarrollo de alguna consecuencia cardiovascular (Kumar et al., 2014; Picken et al.,
2016) incluso en etapas tempranas de la ERC (Moody et al., 2012). Los pacientes
sometidos a dialisis tienen de 10 a 20 veces incremento en el riesgo de muerte
cardiovascular a diferencia de los controles pareados por sexo y edad en la
poblacién en general. En pacientes mas jovenes, es decir, de menos de 45 afios de

edad y que son sometidos a didlisis la mortalidad por riesgo cardiaco es mas de 100
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veces. En el caso del trasplante renal, el riesgo cardiovascular se reduce, sin
embargo persiste con un riesgo de muerte de 3 a 5 veces en comparaciéon con la
poblacién en general (Kumar et al., 2014). Se ha descrito que las alteraciones
cardiovasculares que se presentan después del dafo renal incluyen el desarrollo de
aterosclerosis, hipertrofia cardiaca, microangiopatia, incremento de la rigidez arterial
y calcificaciones coronarias por lo que el prondstico de los pacientes empeora de
forma progresiva (Rubattu et al., 2013). También, se conoce que los pacientes con
ERC normalmente cursan con fendmenos de remodelacién cardiaca, disfuncion dias-
télica, dilatacion del ventriculo izquierdo y reduccion de la fraccion de eyeccion ven-
tricular izquierda. La remodelacién cardiaca consiste en cambios moleculares, celula-
res, intersticiales y de expresion génica que se manifiestan como hipertrofia de los
miocitos, fibrosis y reduccién de los capilares (Kumar et al., 2014; Pinheiro da Silva &
Vaz da Silva, 2016; Rubattu et al., 2013). La fibrosis del miocardio altera la arquitec-
tura cardiaca, lo que favorece arritmias y falla cardiaca. La fibrosis intersticial incre-
menta la rigidez pasiva del miocardio y origina disfuncion diastdlica, disminucion de
la conduccion eléctrica del corazoén, arritmias y muerte cardiaca repentina (Nevers et
al., 2015). Cabe destacar que se han invertido recursos para la deteccién temprana
de la enfermedad renal, ya que incluso se ha visto que el dafio cardiovascular puede
presentarse en etapas muy tempranas de la ERC y esto podria favorecer un trata-
miento temprano para la prevencion del riesgo cardiovascular. Entre las terapias mas
efectivas mas conocidas se encuentra el control de la presion sanguinea y el coleste-
rol, mientras que otras terapias como el bloqueo del receptor mineralocorticoides y

los aglutinantes de fosfato se encuentran aun bajo investigacion.
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1.4 Caracteristicas funcionales del endotelio

El endotelio es un conjunto de céluas que se alinea dentro de los vasos
sanguineos y se somete a una tensién por fuerzas de “cizallamiento” tangencial y
circunferencial durante el paso de sangre (Chatterjee, 2018). El endotelio cumple
diversas funciones como la regulacion del tono vascular, la trombosis, la hemostasis,
la permeabilidad y adhesidén celular. También se sabe que el endotelio libera
sustancias vasodilatadoras como 6xido nitrico, prostaciclina, péptido natriurético tipo
C y factor de hiperpolarizacién derivado del endotelio, asi como, vasoconstrictores
como endotelina-1 (ET-1), Ang Il y tromboxano A2 (Moody et al., 2012). Por una
parte, la desregulacién de del “cizallamiento” regular o laminar puede convertirse en
un factor que conduce a la activacion de cascadas de sefalizacion que causan
disfuncion vascular, inflamacion y lesion tisular (Chatterjee, 2018). Por otra parte, la
disfuncion endotelial o activacion endotelial, es un mecanismo que se produce por
una disminucion en los niveles de NO, el incremento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la disminucién de enzimas antioxidantes (Jourde-
Chiche et al., 2019). La disfuncion endotelial, se considera un paso prematuro en el
inicio de la aterogénesis y también contribuye a la aparicion de rigidez arterial. Los
pacientes con ERC muestran un desbalance entre células endoteliales dafiadas y
células en reparacion y también se caracterizan por presentar una acumulacion de
toxinas urémicas en sangre (como consecuencia del dafo en la depuracién renal
durante la ERC) y altos niveles de estrés oxidante que contribuyen al desarrollo de

disfuncién endotelial (Jourde-Chiche et al., 2019).
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1.5 Disfuncion endotelial y alteraciones cardiovasculares

A pesar de que la asociacion cardio-renal es conocida, los mecanismos fisio-
patolégicos que conducen a las alteraciones cardiovasculares durante ERC no son
del todo claros. En diversos estudios clinicos se ha observado que los pacientes con
ERC tienen niveles reducidos de NO y niveles altos de citocinas proinflamatorias
(Daiber et al., 2019; Reddy et al., 2014), por lo que se ha sugerido que la reduccion
en la vasodilatacion aunada a la presencia de inflamacién vascular crénica podrian
ser responsables de las alteraciones cardiacas. Debido a esto, consideramos que
seria interesante y de importante contribucion, el estudio de la disfuncién endotelial y
la inflamacion en el conocimiento de estrategias terapéuticas que puedan prevenir 0

disminuir las alteraciones cardiovasculares en el contexto de la enfermedad renal.

La disfuncion endotelial en pacientes se ha caracterizado en diversas formas
de enfermedad cardiovascular que incluyen; la dislipidemia, enfermedad arterial
coronaria, falla cardiaca congestiva y enfermedad arterial periférica (Moody et al.,
2012). En estudios con modelos animales de falla renal cronica, se ha confirmado
que el incremento en la generacion de ROS conduce a la disminucion en la
biodisponibilidad de NO (Daiber et al., 2019; Lei et al., 2018; Reddy et al., 2014) y
,en relacion con estos hallazgos, existen otros estudios con animales en los que se
ha demostrado que la inhibicion farmacolégica de la sintesis de NO con L-NAME (L-
dimetil arginina asimétrica), un inhibidor competitivo de la eNOS, induce disfuncion

endotelial, hipertension severa y lesiones vasculares renales que son similares a las
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observadas en pacientes con hipertension danina (Hu Peng et al., 2015; Sibal et al.,
2010). Asimismo, los pacientes con ERC en pre-didlisis manifiestan altos niveles de
dimetil -arginina asimétrica (ADMA) (un inhibidor endégeno del NO) y la depuracion
de creatinina es inversamente proporcional a los niveles de ADMA (Daiber et al.,
2019), lo que finalmente puede conducir al desarrollo de hipertensién, hipertrofia
ventricular izquierda y dilatacion ventricular izquierda progresiva con lo que se
destaca el papel que juega la reduccién de NO en la progresién de la ERC y en el
desarrollo de alteraciones cardiovasculares.

Otro de los mecanismos involucrados en el desarrollo de alteraciones
cardiovasculares posteriores a la ERC, son la disfuncién mitocondrial y citoplasmica
que puede ser inducida por la angiotensina Il (ANGII) y el incremento de las ROS,
fendbmenos que se relacionan con disfuncion endotelial y arterosclerosis. La
disfuncién endotelial renal conduce a una disminucion de vasodilatadores derivados
del endotelio como endotelina B (ETg), ANGII y tromboxano A2, lo cual, contribuye a
la disminucion de la homeostasis vascular local e incrementa la vasoconstriccién y al
mismo tiempo se promueve hipoxia, inflamacion y fibrosis. La disfuncidon endotelial no
solo altera el rifidn sino que se relaciona con complicaciones macrovasculares como
hipertension, enfermedad arterial coronaria, disfuncidén microvascular cardiaca,
derrame cerebral y rigidez arterial (Cuenca et al., 2019). Ademas, se conoce que la
disfuncién endotelial conduce a consecuencias en la vasoconstriccién y expone a la
vasculatura mediante alteraciones en el flujo sanguineo, incremento en el riesgo de
isquemia glomerular e hipoxia tisular, que empeoran el prondstico de la ERC

(Jourde-Chiche et al., 2019).
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Las dimetil-argininas son el resultado de la degradacién de proteinas
metiladas. Los grupos metil son derivados de S-adenosilmetionina e involucra la
acciéon de enzimas proteina arginina metil transferasas especificas tipo 1y 2 (PRMT-
1, PRMT-2). La PRMT-1 cataliza la formacion de NG-monometil- L-arginina (LNMMA)
y NG-dimetil-Larginina asimétrica (ADMA) mientras que PRMT-2 metila proteinas
para producir NG,N’G-dimetil-L-arginina (dimetil arginina simétrica SDMA) y L-
NMMA. Los residuos de ADMA son inhibidores competitivos de las sintasas de 6xido
nitrico y su liberacion desde las células endoteliales se incrementa en presencia de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas, por lo que el riesgo cardiovascular
incrementa en condiciones de hipertrigliceridemia (Saurabh et al., 2002). Se ha visto
que durante falla renal, los niveles de ADMA y SDMA incrementan y se asocian con
otros factores de riesgo en condiciones patolégicas como edad, hipercolesterolemia,
hipertension, hipertrigliceridemia, diabetes mellitus, resistencia a insulina y falla renal

(Lu et al., 2011; Reddy et al., 2014, Sibal et al., 2010).

ADMA es eliminada por el rifidn y durante la falla renal la excrecidén de esta
sustancia disminuye con lo que primero, se produce un aumento de los niveles
plasmaticos y después, se origina la perpetuacion del dafio renal para finalmente,
producir dafo cardiovascular ya que ademas ADMA se ha establecido como un
factor de riesgo independiente para la progresion de arterosclerosis, muerte

cardiovascular y mortalidad (Reddy et al., 2014, Sibal et al., 2010).
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1.6 Funciones y senalizacién del NO-eNOS en el endotelio vascular

El éxido nitrico (NO) es un gas de vida corta que se difunde libremente a
través de las membranas y realiza funciones de sefializacién importantes en
mamiferos (Khalaf et al., 2019). EI NO regula la contractilidad cardiaca y dilata los
vasos sanguineos ya que al entrar en el musculo liso adyacente al endotelio activa a
la enzima guanilato ciclasa soluble (sGC), la cual cataliza la conversion de guanosin
trifosfato (GTP) a guanosin monofosfato ciclico (cGMP) y pirofosfato inorganico
(PPi). EI cGMP activa la proteina quinasa G (PKG) y esto resulta en una disminucion
de la concentracion intracelular de calcio ([Ca?']i). La [Ca?']i reducida previene la
activaciéon de la quinasa de la cadena ligera de miosina por el complejo calcio-
calmodulina y se incrementa la actividad de la fosfatasa de esta misma cadena, algo
que resulta en la relajaciéon del musculo liso (Khalaf et al., 2019) y la liberaciéon de
calcio Ca?* produciéndose sus efectos de vasodilatacion que inciden en una

adecuada perfusion de los tejidos (Barrera-Chimal et al., 2014; Daiber et al., 2019).

El NO es una molécula clave en la funcidén endotelial puesto que juega un
papel importante en mantener la homeostasis cardiovascular a través de modular el
tono vascular, la proliferacion de las células del musculo liso, la migracién y adhesion
de leucocitos, la agregacién plaquetaria (Barrera-Chimal et al., 2014; Chen et al.,
2017; Siragusa et al., 2016) y la inflamaciéon vascular al suprimir la expresién y

actividad de moléculas de adhesion y quimiocinas (Sibal et al., 2010).
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La sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS) es una enzima que se encuentra
unida a la caveola de la membrana plasmatica de las células endoteliales y produce
NO a partir de su sustrato aminoacido, la L-arginina (L-arg). En esta reaccién la
eNQOS, incorpora oxigeno molecular (O2) dentro del grupo guanidino de la L-arginina
y se producen NO y L-citrulina (Siragusa et al., 2016). Adicionalmente, en diversos
estudios se ha observado que la eNOS, requiere de un acople con proteinas
chaperonas Hsp 90 para promover la producciéon de NO (Barrera-Chimal et al., 2014;
Kupatt C. et al., 2004) puesto que cuando la interaccién eNOS-Hsp 90 se pierde, la
eNOS modifica su estructura y se convierte en una enzima que produce anion
superéxido (O%) y disminuye la produccion de NO (Chen et al., 2017; Siragusa et al.,
2016). Por otra parte, se sabe que la fosforilacion del residuo de Tre-495 de eNOS,
mediada por la proteina quinasa C Bl (PKCBIIl) o la quinasa Rho (RhoK) inactiva a

eNOS y esta fosforilacion previene la asociacion de eNOS con calmodulina.

En respuesta a un estimulo apropiado (por ejemplo estrés por “cizallamiento”),
la eNOS disocia de la proteina caveolina- 1 y esto facilita la interaccion con Hsp 90.
Esta interaccion promueve un cambio conformacional en eNOS que expone el
residuo de Ser-1177 a la proteina quinasa C o (PKC-a) o la proteina quinasa B (Akt)
lo que conduce a que la eNOS forme correctamente su dimero y se produzca el

aumento en la produccién de NO (Barrera-Chimal et al., 2014).
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1.7 La reduccion de NO-eNOS y el desarrollo de disfuncién endotelial

La eNOS es fuertemente regulada por multiples procesos que incluyen: la
localizacion subcelular especifica de eNOS, la interaccion de eNOS con otras
proteinas, la dimerizacién de eNOS vy la fosforilaciéon en multiples sitios (Barrera-
Chimal et al., 2014; Jourde-Chiche et al., 2019). Existen diferentes causas que
pueden generar la disminucién o pérdida del NO, entre las que se encuentran, el
dafo a la via de sefalizacion del NO, cambios en el endotelio vascular (Khalaf et al.,
2019), la deficiencia de L-arginina, el incremento en inhibidores enddgenos de las
NOS (como ADMA o L-NAME), la disminucion en la actividad de las NOS (Reddy, et
al., 2014), la reduccion en la disponibilidad de cofactores y el desacople de la enzima
por la pérdida de su interaccion con proteinas chaperonas como la proteina de
choque térmico de 90 KDa (Hsp 90) (Siragusa et al., 2016). La capacidad de la
eNOS para generar NO es finamente regulada puesto que la enzima esta acoplada a
cambios en los niveles de calcio intracelular y un aumento en la concentracién de
calcio no es suficiente para afectar la actividad de la enzima ya que la unién a
calmodulina y el flujo de electrones del dominio reductasa al dominio oxigenasa de
eNOS es dependiente de la fosforilacién y desfosforilacién de la proteina (Barrera-
Chimal et al., 2014). El dominio de Ser-1177 en el dominio reductasa que activa a la
enzima y otro de Tre-495 localizado en el dominio de unidon a calmodulina que
inactiva a la enzima, son de suma importancia en la regulacion de la actividad de la

enzima. Las proteinas que se asocian a eNOS, como la caveolina y la proteina de
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choque térmico 90 KDa son también de suma importancia para su regulaciéon

(Barrera-Chimal et al., 2014; Chen et al., 2017).

Por otra parte, la disfuncion endotelial es una alteracion compleja que
involucra multiples mecanismos como la reduccién en la sintesis de NO, la
disminucién en la biodisponibilidad de NO o bien la reduccion de NO debido a su
reaccion con radicales libres (Cachofeiro et al., 2008). En diversos estudios se ha
mostrado que la disminucibn de NO se presenta en enfermedades como
hipertension, diabetes o arteroscleorsis (Khalaf et al., 2019). También se ha
propuesto que la disfuncidon endotelial es un evento temprano de arterosclerosis y
actua como el principal mecanismo fisiopatolégico que provee una asociacion
importante en la enfermedad renal y el incremento en el riesgo de desarrollar
enfermedad cardiovascular (Reddy et al., 2014). De forma interesante, en estudios
con animales se ha destacado que la falla renal aguda isquémica se acompana por
alteraciones en la expresion de enzimas clave de la via del NO y que la
suplementacion con L-arginina reduce la produccién de anién O% y mejora de forma
significativa la expresion de proteinas de sefnalizacién de eNOS, asi como la fase de

recuperacion de la falla renal aguda isquémica (Schneider et al., 2003).

La pérdida de la interaccidon entre eNOS vy proteinas chaperonas como Hsp 90
(Heat shock protein 90 KDa) causa el desacople de la eNOS y se ha visto que se
convierte en una enzima productora de anién superdxido (O?%), (Barrera-Chimal et al.,

2014). El anion O? reacciona con el NO e inactiva el efecto vasodilatador al formar
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un poderoso agente nitrosante, el peroxinitrito (ONOO"), que contribuye al estrés

oxidante al oxidar lipidos, DNA y proteinas (Daiber et al., 2019; Rubattu et al., 2013).

1.8 Estrés oxidante y disfunciéon endotelial

Otro de los mecanismos que se relacionan con el desarrollo de enfermedad
cardiovascular es el desacople de la eNOS mediado por el incremento en la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). El estrés oxidante aparece
cuando la formacién de ROS excede la capacidad del cuerpo para metabolizarlas o
cuando los mecanismos de defensa antioxidante se depletan (Cuenca et al., 2019).
Las ROS son moléculas pequenas derivadas del oxigeno o del nitrégeno que
comprenden radicales libres como superoxido (O%), hidroxilo (OH), peroxilo (ROO-),
alcoxilo (RO-) y no radicales como el peréxido de hidrégeno (H202) (Ratliff et al.,
2016; Rubattu et al., 2013). La produccién de ROS es importante porque son un
subproducto en distintos procesos celulares, unos de los mas comunes se
representan en la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial durante la
respiracion aerobia (Rubattu et al., 2013) y en la eliminacién de patégenos por las
células inmunes (Ratliff et al.,, 2016). La mayoria de las enfermedades
cardiovasculares se acompafan de un desbalance entre la formacion de ROS y la
detoxificacion por antioxidantes de bajo peso molecular o enzimas degradadoras de
ROS como glutation peroxidasa, superoxido dismutasa y catalasa. El radical

superdxido O?% y el peroxinitrito ONOO- provenientes de enzimas NADPH oxidasas
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fagociticas, disfuncién mitocondrial y NADPH oxidasas representan otro de los
mecanismos para el desacople de eNOS (Khalaf et al., 2019) y la disminucién en la
produccion de NO. En relacion con esto, se sabe que el sistema renina- angiotensina
-aldosterona se regula a la alza durante la ERC y esto tiene efectos deletéreos en la
disfuncion endotelial por acciones de la Ang Il y la aldosterona. La aldosterona
disminuye el NO endotelial al incrementar la actividad de NADPH oxidasa y la
generacion de ROS (Moody et al., 2012). La regulacién de la actividad de los
cambios redox de la eNOS es de gran interés, debido a que representa objetivos
para la terapia cardiovascular, por ejemplo; la deplecion oxidante de
tetrahidrobiopterina, la disminucion oxidante del complejo dimérico de eNOS por
oxidacion del complejo zinc-sulfuro, la S-glutationilacion de residuos de cisteina en el
dominio reductasa, la fosforilacion en residuos de Treonina 495 6 Tirosina 657
(Moody et al., 2012; Siragusa et al., 2016) y la disminuciéon en niveles de ADMA
(Dobrian 2012; Schneider et al., 2003) se han propuesto como algunas de las
posibles terapias que tratan de inhibir o disminuir el desarrollo de disfuncion
endotelial y, por lo tanto, incidir en la estrategia de prevencion de alteraciones
cardiovasculares durante la ERC, sin embargo, su uso no ha sido totalmente

establecido (Chen et al., 2017; Flaherty et al., 2007; Siragusa et al., 2016).

En pacientes con falla cardiaca se dafa la capacidad de bombeo cardiaco y se
reduce el flujo sanguineo cardiaco debido al dafio en la vasodilatacion dependiente
del endotelio (Miller et al., 2003). En un estudio reciente de Adejare et al., 2020; se

observé que la suplementacién oral con L-arginina en un modelo de hipertension
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inducida por sal en ratas Sprague-Dawley, incremento la expresion génica de eNOS
en la aorta abdominal en las ratas y mejoro la relajacion del endotelio dependiente de
acetilcolina (Adejare et al., 2020). Adicional a estos efectos benéficos de la L-
arginina, se ha observado que la suplementacién crénica de L-arginina en pacientes
con falla cardiaca crénica, incrementa la vasodilatacion dependiente del endotelio
(Hambrecht et al., 2000) con lo que se destaca que la suplementacion exdgena
puede servir como una estrategia terapéutica en el desarrollo de alteraciones

cardiovasculares durante la ERC.

En otro estudio en el que utilizaron un modelo de LRA en ratones similar al
que se utiliza en el presente estudio, se observé que aparecieron alteraciones del
perfil metabdlico del corazdn por la reduccion en la produccion de energia (ATP)
tanto en la glucdlisis como en el ciclo de Krebs y que esto se relaciona con la
disminucién de metabolitos, aminoacidos y sustratos energéticos, hallazgos que
coinciden con que la suplementacion con aminoacidos como la L-arginina, podria ser
una buena estrategia farmacolégica durante la transicion de la LRA a ERC en el
contexto de las alteraciones cardiacas (Fox et al., 2019). También, se ha mostrado
que los pacientes con ERC tienen niveles reducidos de NO plasmaticos y a medida
que este vasodilatador disminuye, el grado de ERC incrementa (Reddy et al., 2014).
Finalmente, se ha observado que los pacientes con ERC mostraron una disminucién
de L-arginina e incrementos en los niveles de ADMA, por lo que la suplementacion
con L-arginina podria mejorar algunas de las alteraciones producidas durante la

disfuncidon endotelial al incrementar la cantidad del sustrato de la eNOS.
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1.9. Inflamacioén y el desarrollo de alteraciones cardiovasculares durante la
enfermedad renal crénica

Otro de los mecanismos importantes que se han relacionado con el surgimien-
to de alteraciones cardiovasculares como consecuencia de la ERC es la inflamacion.
En diversos estudios se ha destacado que durante la ERC los pacientes cursan con
niveles elevados de citocinas proinflamatorias y que esto es un potencial desencade-
nante de las alteraciones cardiovasculares observadas (Cachofeiro et al., 2008;
Chang et al., 2015; Linthout & Tschdpe, 2017). Durante la ERC, el endotelio sufre
diferentes modificaciones como la produccion de moléculas de adhesiéon celular so-
lubles (I-CAM y V-CAM) (mediadas por la activacion del factor nuclear kappa B (NFK-
B)), activacion de citocinas proinflamatorias y de factores de transcripcion angiogéni-
cos que eventualmente conducen a inflamacion endotelial, vascularizacion y remode-
lacion (Chatterjee, 2018). Este mecanismo conduce al incremento de metaloprotei-
nasas de matriz que destruyen las interacciones célula-célula y célula-matriz del teji-
do (Sharfuddin et al., 2011), posteriormente, conducen a una reorganizacion del ci-
toesqueleto de actina F y se producen fibras de estrés que resultan en cambios en la
morfologia de las células endoteliales (Vila Cuenca et al., 2019). La inflamacion cré-
nica es un factor de riesgo que induce alteraciones severas en el miocardio y esto se
relaciona con el aumento de estrés oxidante, disfuncidon endotelial, modificacion en la
expresion de proteinas y modificaciones transcripcionales durante la ERC (Ramirez
et al., 2011; Zanoli et al., 2019). Los pacientes con ERC tienen niveles elevados de

citocinas proinflamatorias tales como TNFa e IL-6 (Reddy et al., 2014; Zanoli et al.,
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2019) y los pacientes con falla cardiaca cronica muestran aumento en la expresion
de quimiocinas, ligandos de la superfamilia del factor de necrosis tumoral y citocinas
inflamatorias como interferén gamma (IFN-y) e interleucina 18 (IL-18) (Grabie et al.,
2003; Ma et al., 2013; Yndestad, 2003). Las diferentes causas de la inflamacién son
diversas y complejas debido a que elevados niveles circulantes de moléculas infla-
matorias como IL-6, IL-18, albumina-S, leucocitos, fibrinégeno, hialuronano, mielope-
roxidasa, proteina C reactiva y pentraxina- 3 han sido consistentemente asociados
con morbilidad y mortalidad cardiovascular durante la ERC (Stenvinkel et al., 2008;
Winterberg et al, 2019), pero no todas estas moléculas tienen un papel proinflamato-
rio en la patogénesis de la conexion cardiorrenal, lo que dificulta un pronéstico abso-
luto en este contexto. Sin embargo, se sugiere que la inflamacion puede ser un me-

canismo importante para desarrollar dafo cardiovascular como consecuencia de la

ERC.
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2.0 Inflamacién y dano cardiaco

En diversos modelos de dano cardiaco, se ha observado que un incremento
en la actividad inflamatoria se correlaciona con mayor dafio al tejido del corazéon. Du-
rante el infarto miocardico la primera linea de defensa son los leucocitos y monocitos
y esto genera un fenotipo esencial para la recuperacién del tejido (Puhl S-L y
Steffens et al, 2019). El corazdn esta generalmente desprovisto de células T y duran-
te escenarios como infecciones, trasplante cardiaco, infarto miocardico y tolerancia
disminuida en autoinmunidad, las células T pueden infiltrarse al corazén y afectar
negativamente la funcion cardiaca (Nevers et al., 2015; Yndestad, 2003). A pesar de
este conocimiento, el papel de las células T en el desarrollo de hipertrofia del ven-
triculo izquierdo, remodelacion y disfuncion en respuesta a patologias mas comunes
como ocurre en la falla cardiaca aun son motivo de estudio. Se sabe que la falla car-
diaca es una consecuencia de la ERC y que esta se caracteriza por la activacion de
fibroblastos a miofibroblastos que producen actina-a y colagena- 1a1, lo que desen-
cadena fibrosis y disfuncion cardiaca (Prud’homme et al., 2019), sin embargo, cual es

el papel inflamatorio en esta modificacion no se conoce del todo.

Las células TCD4" que expresan citocinas inflamatorias correlacionan con dis-
funcién ventricular izquierda en pacientes con falla cardiaca y promueven remodela-
cion cardiaca en ratones con falla cardiaca (Nevers et al., 2015). Ademas, las células

T CD4+ obtenidas de células mononucleares de sangre periférica derivadas de pa-
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cientes con falla cardiaca congestiva, muestran incremento en la expresion génica de
ligandos de la superfamilia TNF-a y ligandos Fas y las citocinas inflamatorias IFN-y e
interleucina-18 y también en la expresion génica de la proteina inflamatoria (MIO)-
21a asi como en la activacién temprana del marcador CD69 que actua como una
molécula coestimuladora para la activacion de células T y proliferacion (Yndestad,
2003). Algunas de las moléculas antes mencionadas promueven hipertrofia, rigidez,
apoptosis y piroptosis en cardiomiocitos, lo cual agrava la enfermedad cardiaca
(Linthout & Tschope, 2017). En un estudio de Muhlstedt et al., 2016, se observéd que
la quimiocina CXCL12/SDF-1 se involucra en el desarrollo de los efectos adversos
producidos en el corazon después de inducir infarto miocardico tales como; inflama-
cion vy fibrosis del tejido. Asimismo, la deplecion especifica de CXCL12/SDF-1 en
cardiomiocitos se relaciona con la mejora del tejido cardiaco, disminucion de la res-
puesta de células Th1 y fibrosis (Muhlstedt et al., 2016). En otro estudio, se observd
que durante un infarto miocardico, diferentes quimiocinas como la proteina-2 alfa in-
flamatoria de macréfagos (MIP-2 o, CXCL2, GRO), el leucotrieno B4 (LTB4), la
CXCL1 e IL-8 (CXCLS8) reclutan neutrdfilos a los sitios de isquemia y promueven la

lesion del tejido cardiaco (Puhl & Steffens, 2019).

En otra patologia como la isquemia cardiaca se conoce claramente el papel de
la inflamacion en el desarrollo de dafo cardiaco puesto que se desarrolla una infiltra-
cion aguda de neutréfilos y el reclutamiento y activacion de células T CD8+. Las célu-
las TCD8+ promueven inflamacién aguda al secretar citocinas como IFN-y y TNF-a. lo

cual induce moléculas de adhesion celular vascular y quimiocinas que promueven el
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reclutamiento de neutrdfilos al tejido (Ma et al, 2013). Ademas, se ha visto que los
niveles de TWEAK (inductor débil de apoptosis), un miembro de la familia de citoci-
nas TNF, se asocian con el grado de disfuncion renal en ERC diabética. TWEAK,
regula la expresién de moléculas de adhesion y citocinas proinflamatorias al unirse a
su receptor Fn14 para mediar crecimiento celular, proliferacién, migracion, angiogé-
nesis y apoptosis (Moody et al., 2012) con lo que se observa que el desarrollo de

inflamacion por diferentes recursos es importante durante la ERC.

Los neutréfilos Ly6G+ son células inflamatorias que influyen en la severidad
de las enfermedades que dependen de las células TCD8+ e influyen en la severidad
del dafio al corazdn. Se ha observado que tras la deplecién de células Ly6G+ con el
uso de anticuerpos especificos IgG2b en un modelo de miocarditis, existe una reduc-
cion efectiva en la acumulacion de neutréfilos en el corazén y una reduccion en la
formacion de focos necrdticos, lo que se destaca, es que la inhibicion de este tipo de
células inflamatorias es importante en el desarrollo de miocarditis (Grabie et al.,
2003). En otro modelo en el que se observo la remodelacion patoldgica en falla car-
diaca isquémica se determin6 que los linfocitos T CD4+ se extienden y se activan
globalmente en la falla cardiaca cronica isquémica y que la deplecion de células
TCD4+ con un anticuerpo monoclonal redujo la infiltracién cardiaca de estas células y
previno la dilatacién ventricular izquierda progresiva y la hipertrofia cardiaca (Bansal

etal., 2018).

Con los hallazgos anteriormente mencionados, seria interesante y notable-

mente importante el conocer los mecanismos inflamatorios cardiacos que se estan
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desarrollando en etapas tempranas de la progresion de la ERC y que hasta la actua-
lidad no han sido explorados. También, seria interesante evaluar si el blo-
queo/inhibicion de estos procesos inflamatorios puede tener un efecto benéfico con-

tra la aparicion de dafio cardiovascular durante la ERC.
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2. Cambios epigenéticos en el corazén y su participacion en el desarrollo de

enfermedad cardiovascular a través de la regulacién de diversos genes

Anteriormente se mencionaron algunos antecedentes sobre el papel que jue-
gan tanto la disfuncion endotelial y la inflamacion en el desarrollo de alteraciones
cardiacas durante la ERC, pero podria inferirse que existe ademas una interrelacion
en la conexién de senales hacia las células de distintos 6rganos que mantienen un
papel esencial durante procesos patoldgicos y de reparacién a niveles celulares y
moleculares. Existe, por tanto, otro mecanismo que es importante destacar y que
juega un papel relevante durante el desarrollo de alteraciones cardiovasculares pos-

teriores a la ERC y este campo de estudio que nos interesa es el de la epigenética.

La epigenética es un campo de estudio que se define como el mecanismo que
afecta cambios heredables en la expresion y funciéon génica sin la alteracion de la
secuencia gendmica. La epigenética se encarga de regular la estructura de la croma-
tina y, por lo tanto, de controlar la expresion de genes con lo que se mantiene la
identidad celular, la diferenciacion y los procesos normales del desarrollo. Los meca-
nismos de control epigenético mas conocidos son la metilacion del DNA, las modifi-
caciones de histonas, la remodelacion de la cromatina dependiente de ATP y los ni-
veles de expresion de RNAs no codificantes (Lan & Evans, 2019; Liu & Tang, 2019).
De forma particular, se conoce que la metilacion del DNA es un proceso epigenético
cuya funcién es mantener adecuadamente la expresion de genes en relacion con las

necesidades del cuerpo y en respuesta al medio ambiente cambiante (Glezeva et al.,
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2019) se dirigen o se modifican las redes transcripcionales que finalmente al alterar-

se pueden conducir al desarrollo de enfermedad cardiovascular (Liu & Tang, 2019).

La metilacion del DNA es la marca epigenética mas estudiada y evalua princi-
palmente la frecuencia con la cual un grupo metilo es agregado al carbono 5" de una
citosina (5mC) en un dinucledtido CpG (citosina-fosfato-guanina) (Tabish et al., 2019;
Ward-Caviness et al., 2018). La metilacién del DNA en regiones promotoras de los
genes se relaciona principalmente con inactivacion de los genes y la metilacion de
DNA en regiones intergénicas se relaciona con la activacion de la expresioén génica,
estabilidad gendémica y procesos de splicing (Liu & Tang, 2019). El proceso de meti-
lacion del DNA es mediado por enzimas DNA metiltransferasas (DNMTs) que catali-
zan la transferencia de grupos metilo desde donadores S-adenosil metionina y for-

man 5mC (Liu & Tang, 2019).

Durante la falla cardiaca existe remodelacion funcional y estructural del mio-
cardio, pérdida o dafo de los cardiomiocitos y alteracion de los mecanismos de con-
tractilidad cardiaca. Estos fendmenos son causa de la reprogramacion transcripcional
y genomica de los cardiomiocitos y otras células cardiacas, pues se ha visto que el
“paisaje genético” cardiaco se modifica de forma drastica durante la enfermedad car-
diovascular. También se ha visto que los factores de riesgo cardiovascular tales co-
mo fumar o dietas altas en grasa resultan en la desregulacion de la metilacion del
DNA (Lan & Evans, 2019). Asimismo, existen cambios en los patrones de metilacion
del DNA que contribuyen a la patogénesis de la enfermedad cardiovascular como

sucede en la cardiomiopatia dilatada, cardiomiopatia isquémica y falla cardiaca (Liu
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& Tang, 2019). La metilacion global del DNA en pacientes cardiomiopaticos en etapa
final cambia de forma drastica al originar patrones de metilacion que se reducen sig-
nificativamente en los promotores de genes regulados a la alza, pero que no cambian
en los promotores de genes regulados a la baja, es decir, durante la etapa de la en-
fermedad se pierde la metilacidén en los promotores lo que genera un mayor acceso a
que los genes asociados con la enfermedad cardiovascular sean transcritos (Wu et
al., 2020). Por otra parte, en un estudio de Glezeva et al., (Glezeva et al., 2019) en el
que se utilizé una plataforma de captura de secuenciaciéon de bisulfito, se determiné
de forma especifica que durante la falla cardiaca, originada por diferentes eventos
cardiovasculares, existen marcas de hipermetilacion en genes relacionados con el
desarrollo (HEY2) y con la respuesta inflamatoria (MSR1) y de hipometilacién en ge-
nes relacionados con la homeostasis y estabilidad de la matriz extracelular (MMP2 y
CTFG) que definen el resultado de la alteracién. En otro estudio, se mostré que la
ocurrencia de un incidente como un infarto miocardico (Ml) se asocié con un amplio
escenario de cambios epigenéticos y que un subconjunto de loci se propuso como
una huella epigenética durante el Ml. Ademas, se determinaron 9 sitios CpG con 8
genes relacionados. Dos de estos 8 genes son asociados con enfermedad cardio-
vascular; proteina 8 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LRP8) y el miembro 1 de la subfamilia N del canal de potasio activado por calcio
(KCNNT1) que origina remodelamiento eléctrico del corazén durante la fibrilacién atrial
cronica. Ademas, se encontré el gen GLIPR1L2 que es asociado con células del sis-
tema inmune y diferenciacion de macrofagos y se regula por metilacion del DNA

(Ward-Caviness et al., 2018).

37



Es interesante mencionar que otros de los genes cardiacos en los que se ha
visto alterada la expresion en distintas patologias cardiovasculares son DUX4 en falla
cardiaca en etapa final, un gen que se activa en el desarrollo temprano y que se si-
lencia en la mayoria de las células adultas y tejidos, LY75 que actua como un recep-
tor endocitico que dirige la captura de antigenos desde el espacio extracelular a un
compartimento especializado de procesamiento de antigenos y ADORAZ2 en cardio-
patia dilatada, en la cual se ha demostrado en un modelo de pez cebra knockdown
para estos genes, inducen disfuncion cardiaca (Lan & Evans, 2019). Todos estos
resultados, sugieren principalmente, que el dafio cardiovascular es mediado de forma
evidente por modificaciones epigenéticas que actuan sobre la expresiéon de diversos

genes.

Otro factor importante de destacar es el que juegan las enzimas que participan
en el proceso de metilacién del DNA, como la Dnmt1 que es importante durante los
procesos tempranos de desarrollo embrionario y que se ha demostrado que su inhi-
bicibn en un modelo de toxicidad por adriamicina, que induce cardiotoxicidad, car-
diomiopatia y falla cardiaca, reduce los cambios patolégicos y confiere proteccién a
nivel organizacional y molecular en respuesta al estrés patolégico. Ademas, se ha
visto que la deficiencia de Dnmt1 en el miocardio resulta en la reprogramacién redu-
cida de la expresion génica y la activacién de vias involucradas en la proteccion mio-
cardica y anti-apoptéticas (Wu et al., 2020). Otro de los mecanismos que participan
activamente en la metilacién del DNA, es la accion de enzimas de translocacién 7-11

(TET). Las TET conducen a la formacion de 5-metil citosina (5mC) y 5-
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hidroximetilcitosina (5hmC), marcas epigenéticas que se han estudiado con gran in-
terés. La 5hmC, es un subproducto de la oxidacién de 5mC y se ha demostrado que
los niveles de 5hmC disminuyen durante la hipertrofia cardiaca lo que sugiere que la
alteracién cardiovascular se encuentra regida por estas modificaciones epigenéticas,
sin embargo, el entendimiento de la regulacién de la metilacion de DNA durante este
escenario permanece limitada (Tabish, et al., 2019). En otro estudio en el que se ca-
racterizo el contenido de 5SmC y 5hmC por secuenciacion gendmica de DNA inmu-
noprecipitado en un modelo de cardiopatia dilatada en raton, se observd que el con-
tenido de estas modificaciones aumenta en regiones intrénicas y que un gran numero
de genes son afectados, principalmente, por el contenido de 5hmC en comparacion
con 5mC. Ademas, el enriquecimiento de 5mC y 5hmC en regiones intronicas podria
implicar una interaccion potencial entre el splicing del RNA y la maquinaria epigenéti-
ca por lo que el conocimiento preciso de la modulacion de estas marcas en regiones
intrébnicas podria regular el splicing alternativo y los procesos de enfermedad condu-

ciendo a estrategias terapéuticas personalizadas (Lan & Evans, 2019).

Dado que la disfuncién endotelial, la inflamacién y las modificaciones epigené-
ticas son mecanismos importantes por los cuales se puede generar el desarrollo de
alteraciones cardiacas, en este trabajo nos propusimos evaluar el papel de la disfun-
cién endotelial y la inflamacion en el desarrollo de alteraciones cardiovasculares du-
rante la ERC. En primer lugar, evaluamos el efecto de la suplementacién con L-
arginina como un precursor de NO en prevenir o reducir las alteraciones cardiacas

que se observan en la ERC. En segundo lugar, evaluamos el infiltrado inflamatorio
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temprano en el corazén y rindn para caracterizar como es la activacion de la inflama-
cion durante la etapa aguda en la conexién cardiorrenal y observar si la deplecion de
neutrofilos que se infiltran en el corazéon de forma temprana previene o reduce las
alteraciones crénicas observadas en un modelo de ERC inducida por isquemia-
reperfusion. Finalmente, evaluamos el estado de metilacién global del DNA mediante
secuenciacion por bisulfito para observar de forma general la modificacidon de sitios
CpG y encontrar genes asociados con la alteracién de vias importantes en el desa-

rrollo de la enfermedad.
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2. ANTECEDENTES

Se sabe que durante la ERC hay una acumulacion de toxinas urémicas debida
a la disfuncion renal y que contribuye al desarrollo de disfuncidén endotelial y carga
cardiovascular en los pacientes con ERC (Larsen et al., 2012). En relacion con esto,
existen estudios en los que se ha mostrado que los pacientes con ERC tienen niveles
reducidos de NO y que los niveles de L-arginina, un sustrato de eNOS, disminuyen
en los pacientes con dafio cardiovascular (Kumar et al., 2014; Ochodnicky et al.,
2006). Existen otros estudios en los que se ha mostrado que la suplementacién con
L-arginina aumenta la relajacién dependiente del endotelio en ratas con hipertension
inducida por cantidades altas de sal (Adejare et al.,, 2020) y también incide en la
disminucién de la presion arterial en pacientes con dafio renal, sin embargo, no se
sabe si este efecto es mediado por una mayor activacion de NO o por la accidén en
otros mecanismos (Khalaf et al., 2019). Adicionalmente, se sabe que la disfuncion
endotelial mediada por ADMA, un analogo de L-arginina e inhibidor competitivo de
eNQOS, precede la enfermedad arterial coronaria, disminuye los niveles de NO y se
relaciona con otros factores de riesgo cardiovascular (Sibal et al., 2010). En un
estudio previo de nuestro laboratorio, demostramos que durante la transicion de la
LRA a ERC en ratas Wistar macho se desarrollaron alteraciones cardiovasculares de
forma conjunta a partir del tercer y hacia el quinto mes de seguimiento. En este
modelo de dafo observamos que los animales presentaron fibrosis cardiaca,
hipertrofia ventricular e incrementos en el péptido natriurético cerebral BNP, que se

utiliza como un marcador de disfuncidén ventricular. Estos cambios se relacionaron
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con alteraciones en la activacion de la eNOS ya que los animales con isquemia
reperfusion renal tuvieron una mayor fosforilacion en el residuo de Tre-495 que
inactiva a la eNOS a nivel cardiaco. También, se observé una reduccién de la
interaccion de eNOS con la proteina Hsp 90 alfa en corazon, la cual es necesaria
para que se lleve a cabo de forma adecuada el acople de la proteina (Amador-
Martinez et al., 2019). Debido a estos antecedentes consideramos que el desarrollo
de alteraciones cardiacas durante la ERC se puede prevenir o reducir a través del
uso de una maniobra terapéutica que promueva una mayor activacion de eNOS y la
sintesis de NO, aunado a que podremos obtener resultados relevantes que incidan

en el conocimiento del papel que tiene la disfuncion endotelial en este contexto.

3. JUSTIFICACION

En México, la ERC es una condicion que afecta a personas en un amplio
rango de edad (10-84 afos) y las principales causas que la originan son diabetes
mellitus, hipertension arterial, glomerulopatias crénicas y otras enfermedades
metabdlicas que en si mismas representan serios problemas de salud en nuestro
pais debido a su alta prevalencia. Adicional a este reto de salud, se sabe que una de
las principales consecuencias de muerte en la poblacion con ERC es la aparicion de
alteraciones cardiovasculares y en la actualidad no se cuenta con estrategias
terapéuticas que inhiban o disminuyan estas complicaciones que enfrentan los
pacientes con ERC. Aunque estas enfermedades estan dentro de un campo de

estudio activo, no se han logrado establecer los mecanismos adecuados para
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salvaguardar exitosamente la vida de los pacientes con ERC que desarrollan
alteraciones cardiacas y la mayoria muere en un tiempo mucho mas reducido en
comparacion con personas de la misma edad en condiciones normales. Esta
problematica actual produce altos costos a los sistemas de salud publica para el
cuidado de los pacientes y exige el desarrollo de maniobras terapéuticas confiables
que preserven la funcion cardiorrenal puesto que se afecta de manera importante la
esperanza de vida de los pacientes con ERC. Con el desarrollo de este proyecto se
busca estudiar cual es el papel de algunos mecanismos celulares y moleculares de
nuestro interés en un modelo murino de ERC; la disfuncion endotelial, la inflamacion,
el estado transcripcional y la metilacion global del DNA. Con este nuevo
conocimiento se pretende obtener informacion acerca del papel de la disfuncion
endotelial en el desarrollo de las alteraciones cardiacas posteriores a ERC en un
modelo que simule lo mas apegado posible tal patologia como ocurre en los
humanos y ademas se propone estudiar mecanismos fisiolégicos, moleculares y
celulares adicionales para incidir en la obtencién de datos relevantes de ayuda en el
campo de la medicina. En un sentido, proponemos que la administracion oral del
sustrato aminoacido, L-arginina, previene o reduce las alteraciones cardiovasculares
durante la ERC al promover la mayor activaciéon de la eNOS. Por otra parte,
consideramos que el estudio de la infiltracion de células inflamatorias en etapas
tempranas de la ERC nos podra dar informacién valiosa acerca de la participacion de
la inflamacion desencadenada por células inflamatorias en el desarrollo de las
alteraciones cardiovasculares durante la ERC y se podran abordar estrategias

terapéuticas de deplecion, reduccion o inhibicion inflamatoria especifica puesto que
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en diversas patologias, la inflamacion es un desencadenante importante de otras
alteraciones cronicas. Finalmente, se pretende encontrar de forma mas concreta qué
modificaciones transcripcionales y epigenéticas ocurren en el corazén en etapas
tempranas de la ERC vy si esto se relaciona con las consecuencias cardiacas que
aparecen a largo plazo. En la actualidad, este tipo de estudios se involucran en
enfoques como la medicina traslacional con el fin de que esto pueda traslaparse y
dirigirse de forma personalizada hacia las terapias requeridas por los pacientes con
dafo cardiovascular inducido por ERC, esto con el fin de que el lapso de tiempo para
el tratamiento sea lo mas corto posible y que las herramientas generadas mejoren la

salud humana al reducir la morbilidad y la mortalidad.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1-. ¢ Cuadl es la contribucion de la disfuncién endotelial y la inactivacién de la sintasa
de oxido nitrico endotelial en el desarrollo de alteraciones cardiacas en un modelo de
enfermedad renal crénica (ERC) inducida por lesion renal aguda?. ¢ Las alteraciones
cardiacas en la ERC se previenen o se reducen cuando se administra L-arginina, un

sustrato para la produccion de 6xido nitrico?

2.- ;Como se encuentra el patron de infiltracion de células inflamatorias en el
corazén durante etapas tempranas de la ERC y si habra una proteccion contra la
fibrosis, hipertrofia y disfuncidon cardiaca, al eliminar a las células inflamatorias en

fases tempranas de la ERC?

3.- ¢Los cambios transcripcionales que existen en el corazén durante la etapa

temprana de la ERC se asocian con el incremento en el infiltrado inflamatorio?.

4.-;Cuadl es el estado de metilacion global del DNA en el corazén en la etapa

temprana de la ERC?
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5. HIPOTESIS

El tratamiento con un sustrato de la eNOS, L-arginina, evitara las
alteraciones cardiacas que aparecen durante la progresion de la ERC en
un modelo de ratas Wistar macho.

La deplecién temprana de células inflamatorias, por ejemplo, los
neutréfilos, incidira en la reduccién de la respuesta patoldgica hacia el
corazon durante la ERC en un modelo en ratén.

Durante la etapa temprana de la ERC se presentaran cambios
transcripcionales y epigenéticos importantes que se relacionaran con la

respuesta inflamatoria cardiaca anticipada.

46



6. OBJETIVOS GENERALES

1)

2)

3)

4)

Determinar el papel de la disfuncién endotelial en el desarrollo de
alteraciones cardiacas en un modelo de ERC inducida por lesiéon renal
aguda (LRA), asi como el papel preventivo de un sustrato para la
produccion de NO, la L-arginina.

Observar cual es el patron de infiltracion de células inflamatorias hacia el
corazén durante la etapa temprana de la ERC inducida por LRA e
investigar si al depletar la poblacién inflamatoria mas incrementada, se
previenen las alteraciones cardiacas.

Estudiar como es el panorama transcripcional en el corazén de los
animales con ERC en etapa temprana.

Observar el patron de metilacion global del DNA en el corazén durante la
etapa temprana de la ERC y conocer cuales son los posibles genes

asociados con el desarrollo de alteraciones cardiacas durante la ERC.

6.1 Objetivos particulares

Examinar la prevencion o disminucidn de las alteraciones cardiacas

observadas como; hipertrofia, fibrosis, disfuncién y alteraciéon de la via de

eNOS al administrar un sustrato para la produccion de NO, la L-arginina.
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Analizar el patron de infiltracion de diferentes poblaciones celulares pro y anti-
inflamatorias en el corazoén y rifndn durante las etapas tempranas de la ERC.
Estudiar cuales mediadores pro-inflamatorios son responsables de la
migracion diferenciada de células inflamatorias hacia el corazon y su efecto
deletéreo sobre la estructura cardiaca.

Evaluar el efecto de la eliminacion temprana y transitoria de neutréfilos sobre
la aparicion de alteraciones cardiovasculares en la ERC y si esta estrategia
previene el desarrollo de fibrosis e hipertrofia cardiaca.

Investigar las modificaciones transcripcionales y de metilacion en sitios

especificos del DNA en el corazén durante la fase temprana de la ERC.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Protocolo experimental derivado del primer objetivo. (Estudio de la
administracion de L-arginina en la prevencién de las alteraciones
cardiacas en la ERC).

Se utilizaron 32 ratas Wistar macho (280-320 gramos). Los animales se man-
tuvieron en un ciclo de luz-oscuridad 12:12 h y se les permitio el libre acceso a comi-
da y agua. Las ratas se dividieron en 4 grupos (n=8): cirugia falsa (sham), sham+L-
arg, ratas sometidas a isquemia/reperfusion de 45 min y progresion a ERC (IR-ERC)
e IR-ERC+L-arg. Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (30 mg/kg) y se
les hizo una incision abdominal para posteriormente someterlas a isquemia reperfu-
sion renal bilateral de 45 minutos mediante la colocacién de clips vasculares no
traumaticos en el pediculo renal de cada ridn para interrumpir el flujo sanguineo de
los rifiones por un periodo de 45 minutos. El grupo sham se sometié al mismo proce-
dimiento quirurgico solo que sin la colocacion de clips vasculares (protocolo aproba-
do por CICUAL INCMNSZ NMM-1845-6/18-1). La incisién abdominal fue cerrada en
dos capas con suturas 3-0. Todos los animales se dejaron progresar hasta los 5 me-
ses para establecer la ERC. En el tercer mes de seguimiento se comenzé con la ad-
ministracion de L-arg en el agua de beber a una dosis de 2g/L que se establecioé con
base en estudios previos de Ono, et al., 1999; Can, et al., 2000. Cada mes después
de la induccion de la IR, las ratas se colocaron en cajas metabdlicas para recolectar

la orina de 24 horas y determinar la excrecion urinaria de proteinas. Los niveles de
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proteinuria fueron cuantificados con el método turbidimétrico con TCA (Henry et al.,

1956), (Figura 4).

Dia0 1° mes 2° mes 3° mes 4° mes 5° mes
I I I | | |
Eutanasia
______________________ {
| sham | L-arg (2g/L) [
— Proteinuria :
Orina 24 h :
-

Y L / ~ n
32 ratas Wistar ‘
o=l FSR

5 o iy
—— - L)) =
y (
Sham=8 . :
Creatinina  :
Sham+ L-arg=8 > -arg
Grupos ADMA
IR-ERC+ L-arg= 8

Extraccion de corazén y rifiones

‘ Western blot/ > Histologia
Inmunoprecipitacion : 7 Rojo de sirio
—

Figura 4. Protocolo experimental utilizado para el estudio de la administracién de L-arginina en la
prevencion de las alteraciones cardiacas en la ERC. Imagen realizada con el programa Bio-
Render.com (Autor: Y. Isabel Amador Martinez).

7.1.2 Evaluacién de los parametros funcionales

Después del periodo experimental las ratas se anestesiaron con pentobarbital

de sodio (30 mg/kg) y se colocaron en camas para mantener la temperatura corporal
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a 37°C. La traquea se cateterizé con tubo de polietileno (PE-240, BD Intramedic) pa-
ra mantener la ventilacion normal. La arteria femoral derecha se cateterizé con tubo
de polietileno (PE-50, BD Intramedic) para medir la presién arterial media (PAM) utili-
zando un transductor de presion (p23 db, Gould) conectado a un poligrafo (Grass
Instruments) por 15 min. Los registros de PAM se obtuvieron bajo anestesia con pen-
tobarbital. La arteria renal izquierda se disecé y el flujo sanguineo renal se registro
mediante una prueba de flujo ultrasénico (Transonic) embebida en gel ultrasénico
alrededor de la arteria por 15 min. Se tomd una muestra de sangre de la arteria fe-
moral al final del experimento. El rifidn izquierdo y el corazdon se extrajeron de los
animales. Se hizo un corte ventral en la parte media del rindbn que incluyé corteza y
médula y se fijé con formaldehido al 4% recién preparado. Una porcion del ventriculo
izquierdo del corazdn se congeld inmediatamente para realizar estudios moleculares.
La creatinina en plasma se determin6 con un kit comercialmente disponible (Quanti-
Chrom DICT-500). Durante el experimento se obtuvo el peso del corazén y el rifidén y

la medida del grosor de la pared ventricular izquierda.

7.1.3 Estudios histopatolégicos

La parte media de los rifiones (corteza y médula) y la porcién ventricular de los
corazones se fijaron en formaldehido al 4% recién preparado y posteriormente se
procesaron con la técnica histolégica estandar y se incluyeron en parafina (para-

plast). Después, se prepararon secciones de 4um en un plano transversal y se tifie-
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ron con rojo de sirio. Las fotomicrografias se tomaron en un microscopio AxioS-
can.Z1 (Zeiss) equipado con una camara AxioCam MRc5 (Zeiss, amplificacién origi-
nal: 200X). Las imagenes se procesaron con el software ZEN2.3 (blue edition, 2001,
Carl Zeiss Microscopy). El porcentaje de fibrosis se cuantificd con el software ImageJ
mediante la cuantificacion del porcentaje de area tefiida con rojo tanto en los corazo-

nes como en los rifiones. Los analisis se realizaron de forma cegada.

7.1.4 Analisis de western-blot y anticuerpos

Las muestras de corazén se homogenizaron en 4 volumenes de buffer de lisis
[50mM NaCl, 5mM EDTA, 0.1% Nonidet P-40 y cocktail de inhibidores de proteasas y
fosfatasas (Roche)]. Los extractos fueron centrifugados a 13,000 rpm por 5 min a 4°C
y la concentracion de proteina en el sobrenadante se determiné por el método de
Lowry. La proteina requerida se cargo en geles SDS-PAGE del 8-15% de concentra-
cion. Los geles SDS-PAGE se transfirieron en membranas de PVDF. Los anticuerpos
primarios se incubaron a 4°C toda la noche y los anticuerpos secundarios se incuba-
ron por 90 min a temperatura ambiente. Las membranas a las cuales se les determi-
no la proteina fosforilada se sometieron a stripping para detectar la cantidad de pro-
teina total. Las diluciones de anticuerpos se utilizaron de la siguiente forma: péptido
natriurético cerebral (BNP; ab19645, 1:500), fosfo-Tre495 eNOS (no. 9574S, Cell
Signaling, 1:2,000), eNOS (no. 610297, BD Transduction Laboratory, 1:5,000), Hsp
90a (ab2928, Abcam, 1:10,000), Hsp 90B (no.2927, Abcam, 1:5,000), fibronectina

(sc-69682, Santa Cruz Biotechnology, 1:500), Hsp72 (ADI-SPA-810-F, Enzo Life
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Sciences, 1:5,000), 4-hidroxinonenal (4-HNE; MBS168532, MyBioSource, 1:5000) y
GAPDH-horseradish peroxidase se utiliz6 como control de carga. La cantidad de pro-
teinas se detectdé con un kit de quimioluminiscencia (Millipore) con un sistema de

ChemiDoc (Bio-Rad).

Para la cuantificacidon del dimero de eNOS, se utilizaron muestras con 50ug de
proteina total no calentadas y se cargaron en geles SDS-PAGE-Stain Free (Bio-Rad)
al 6% en condiciones de bajo voltaje y a 4°C. Las proteinas fueron transferidas a
membranas de PVDF vy el analisis de western blot para eNOS se realizé como se
describié anteriormente. La cantidad de dimero de eNOS se normalizé con respecto

a la proteina total obtenida en el analisis Stain Free.

7.1.5 Experimentos de inmunoprecipitaciéon

Para la inmunoprecipitacion de eNOS se utilizaron 4 pg de anticuerpo anti-
eNOS (no. 610297, BD Transduction Laboratory) y se incubaron a 4°C con 60 ml de
perlas de agarosa acopladas a proteina G por 5 horas. Posteriormente, se agregaron
400ug de proteina de cada rata y se incubaron a 4°C toda la noche. Se realizaron 3
lavados con PBS y para eluir las proteinas se agregaron 80ul de buffer Laemmli y se
procedié a hacer una incubacién a 95°C por 10 minutos. Después de la elucién las
proteinas se corrieron en un gel SDS-PAGE 8.5% y se transfirieron en membranas

de PVDF para la deteccién de la sefal con anticuerpos contra eNOS, Hsp 90a o Hsp

90p.
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7.1.6 Prueba de ELISA

Los niveles de L-arginina y ADMA en plasma se determinaron mediante un kit
de ELISA disponible comercialmente y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
utilizaron los siguientes kits para L-arginina en rata (MBS2601052, MyBioSource) y

ADMA en rata (MBS703256, MyBioSource).

7.1.7 Analisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media + SE. Los analisis de datos se
realizaron con GraphPad Prism (v.6.04, GraphPad Software). Se realizdé una prueba
ANOVA de una via con una post-prueba de Bonferroni para la comparacién de mas
de dos grupos. Ademas, se realizdé una prueba de t no-pareada para la comparacion
de dos grupos. Los valores de P <0.05 se consideraron estadisticamente significati-

VOS.

7.2 Protocolo experimental derivado del objetivo 2. (Estudio del papel de la

inflamacién en el corazén durante etapas tempranas de la ERC).

Se utilizaron 20 ratones C57BL/6 macho. Los ratones se anestesiaron con

pentobarbital sddico (60 mg/Kg). Una vez anestesiados, los animales se colocaron
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en una cama termorregulada y se realizaron dos incisiones, una en la parte posterior
izquierda y otra en la parte posterior derecha del animal para acceder al rifidén y dise-
car el paquete vascular renal. Posteriormente, se procedié a interrumpir el flujo san-
guineo a los rifilones mediante la colocacion de clips vasculares no traumaticos en
cada paquete vascular durante 25 min (protocolo aprobado por CICUAL INCICh 18-
1079). Los animales fueron suturados de musculo y piel con vicryl 5-0. Se espero a
que los animales se recuperaran de la anestesia tratando de mantener su temperatu-
ra corporal a 36.5-37°C. Los ratones se dejaron por un periodo de 72 o 120 horas
(n=5 en el grupo IR y n =5 en el grupo sham). El grupo sham fue sometido al mismo
procedimiento quirdrgico, pero sin la colocacion de los clips vasculares. Al tercer o
quinto dia se obtuvo el corazén y rifidn para caracterizar el infiltrado inflamatorio me-

diante citometria de flujo (Figura 5).

En otro protocolo de estudio, se incluyeron 18 ratones C57BL/6 macho (25-30
g, 4-6 semanas) que fueron sometidos al mismo procedimiento de isquemia-
reperfusion de 25 minutos (IR-ERC, n=6) y de cirugia falsa (sham, n=5). En otro gru-
po experimental, al tercer dia posterior a la induccion de la isquemia, se administra-
ron 200 pg de un anticuerpo monoclonal anti-Ly6G para depletar transitoriamente a
los neutréfilos (IR-ERC-N, n=7) Todos los animales se siguieron por un periodo de

dos meses (Figura 5).

55



7.2.1 Estudios funcionales en ratones

Después de cada periodo experimental los ratones se anestesiaron con pen-
tobarbital de sodio (60 mg/kg) y se obtuvieron muestras de sangre por puncion car-
diaca. Posteriormente, se determinaron las concentraciones de creatinina y urea en
plasma mediante el uso de kits disponibles comercialmente, siguiendo fielmente el
protocolo del fabricante (QuantiChrom™ Creatinine Assay Kit #DICT-500 Bioassay

Systems y QuantiChrom™ Urea Assay Kit #100T Bioassay Systems, respectivamen-

te).
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Figura 5. Protocolo experimental utilizado para el estudio del papel de la inflamacién en el corazén
durante etapas tempranas de la ERC (A) y para evaluar el efecto de la deplecién de neutrdfilos en
el desarrollo de alteraciones cardiovasculares durante la ERC (B). Se utilizé un modelo de ERC
inducida por isquemia-reperfusiéon de 25 minutos en ratones y se hizo la evaluacion de la
infiltracion temprana (72h y 120h) de células inflamatorias como neutréfilos, macréfagos, células
dendriticas, linfocitos TCD4+ y TCD8+ por citometria de flujo (ver marcadores en métodos). En el
mismo modelo, se hizo una eliminacion temprana de neutréfilos (72h) para observar la prevencion
del desarrollo de alteraciones crénicas cardiovasculares. A los dos meses de seguimiento se hizo
la evaluacion renal y cardiaca de los niveles de mRNA de genes profibréticos como Colagena 1,
fibronectina, a-SMA, TGF-B, PDGF y PAI-1 (ver detalles en texto). Imagen realizada con el pro-
grama Bio-Render.com (Autor: Y. Isabel Amador Martinez).

7.2.2 Estudio del infiltrado inflamatorio

El corazén y el rifidn se colocaron en cajas petri con solucion salina al 4°C.
Posteriormente, los 6rganos se maceraron en 1mL de medio de cultivo RMPI libre de
suero que contenia colagenasa | (15 mg/mL) y DNAsa (1 mg/mL). La digestion del
tejido se realizd a 37°C por 30 minutos en agitacion baja y constante. El tejido diso-
ciado se paso a través de un filtro de nylon de 70um. Se obtuvo una suspensién celu-
lar y por medio de un gradiente de Percoll se recuperé la porcién de células polimor-
fonucleares. Los eritrocitos fueron lisados con buffer de lisis ACK. Finalmente, las
células fueron recolectadas por centrifugacion y lavadas dos veces con PBS (SFB
2%). Para realizar la tincion, las células se resuspendieron a 4°C en PBS con SFB
2% y anti CD16/32 para bloquear el receptor Fc. Después, las células se incubaron
en oscuridad por 30 minutos con anticuerpos etiquetados con fluorescencia para de-
tectar macréfagos (CD45-APC y F4/80-PE/Cy7), células T (CD3-PE, CD4-FITC y
CD8-APC), células dendriticas (CD45-APC, CD11¢c-FITC y CD123-PE) y neutrdfilos

(CD45-APC, Ly6G-FITC y CD11b-APC/Cy7). Los datos de fluorescencia de al menos
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10,000 eventos se recolectaron en vivo utilizando un citdmetro FACScalibur™ (BD
Biosciences) y todos los datos se analizaron con un software CellQuest Pro (BD

Biosciences).
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7.3 Protocolo experimental derivado del objetivo 3 y 4. (Estudio del estado
transcriptomico y de metilacion del DNA en el corazén durante la etapa
temprana de la ERC.

7.3.1 Modelo de nefrectomia 5/6 (Nx)

Se utilizaron 24 ratones C57BL/6 macho. Los ratones se anestesiaron con
pentobarbital sédico (60 mg/Kg). Una vez anestesiados, los animales se colocaron
en una cama termorregulada para mantener la temperatura alrededor de 37°C. Se
expuso el rindn izquierdo y se realizé el ligamiento del polo superior y el polo inferior
con lo que se permitidé la detencién del flujo sanguineo hacia tales polos de forma
permanente (protocolo aprobado por CICUAL Instituto de Investigaciones Biomédi-
cas, ID: 6317). Después de una semana de recuperacion, los animales fueron some-
tidos a nefrectomia del rindn derecho. La remocién del rifidn derecho representé el
tiempo cero. En ambas cirugias, el musculo y la piel fueron suturadas y los animales
se regresaron a sus cajas. Los ratones sham se sometieron al mismo procedimiento,
pero sin el ligamiento de los polos y sin nefrectomia. Todos los animales se sacrifica-
ron después de cinco dias desde el tiempo cero para obtener muestras de sangre y
tejidos. De los 24 ratones, 12 se utilizaron para el grupo sham y 12 para el grupo con
ERC en etapa temprana. Cuatro ratones de cada grupo fueron utilizados para RNA-

Seq y para secuenciacion por bisulfito.
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Figura 6. Protocolo experimental para evaluar el estado transcriptémico y de metilacion del DNA en
el corazén durante la etapa temprana de la ERC. Imagen realizada con el programa Bio-
Render.com (Autor: Y. Isabel Amador Martinez).

7.3.2 Extraccion de RNA

Al quinto dia de seguimiento, se obtuvo el ventriculo izquierdo de los cora-
zones y se extrajo el RNA con el kit Miniprep Quick-RNA (Zymo Research) que inclu-
y6 el tratamiento con DNasa |. El RNA se utilizé para RNA-Seq y para analisis poste-
rior por PCR. Se replicaron al menos cuatro muestras bioldgicas independientes y se

usaron para analisis (downstream) “corriente abajo”.
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7.3.3 RNA-seq

Las bibliotecas totales de RNA-Seq se construyeron con aproximadamente
100 ng de RNA total. Para remover el rRNA, se sigui6 un método descrito por
(Bogdanova et al., 2011) pero con algunas modificaciones. Las bibliotecas se prepa-
raron con el kit de RNA Total de Zymo-Seq RiboFree (No. R3000) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las bibliotecas de RNA-Seq se secuenciaron en un No-
vaSeq de lllumina con una profundidad de secuenciacion de al menos 70 millones de
pares de lectura (secuenciacion de extremo emparejado de 150 pares de bases (bp)
por muestra. Se obtuvo un analisis MultiQC y un reporte FastQC en donde se obser-
vé que las lecturas tuvieron una alta calidad de secuenciacion mayor a un puntaje de
30. Todas las muestras tuvieron una unica longitud de 150-bp. Estas primero fueron
emparejadas con Nova Seq del total de los datos de RNA-Seq y se ajustaron al
adaptador para después realizar el alineamiento de las lecturas con el programa
STAR (version 2.6.1d) al genoma de referencia del ratdbn Mus musculus -mm10 de
Ensembl. Los conteos de los transcritos fueron inferidos de los archivos de alinea-
miento. Todos los transcritos con 0 0 1 conteos se removieron. La expresion génica
se midié utilizando el programa EdgeR. También se utilizé el paquete DESeq2 para
el andlisis de expresion diferencial con ayuda de las caracteristicas del gen. Los ge-
nes expresados diferencialmente se seleccionaron con un valor p ajustado: p<0.05 y
>1.5 veces de cambio. El analisis de enriquecimiento gene ontology (GO) se realizé
con la herramienta g: profiler (figura suplementaria 2). La red de interaccion del pro-
cesado bioldgico enriquecido se obtuvo con la herramienta libre disponible ShinyGO

(v0.61). La anotacion de la red de asociacidon proteina-proteina se realizd con la he-
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rramienta de busqueda para la recuperacion de genes que interactuan STRING-

database (v11.0).

7.3.4 qRT-PCR

Se realizé la extraccion de RNA de polos renales y apex cardiaco con el método de

Trizol (Invitrogen) siguiendo el procedimiento estandar. Se midi6 la pureza e integri-

dad a través de nanodrop (relacion 260/280 nm) y se hizo la caracterizacion y cuanti-

ficacion de la integridad y pureza del RNA mediante nanodrop. Los genes y primers

utilizados se enlistan en la tabla 4.

Tabla 4. Primers sentido (5°- 3") y antisentido (3"- 5) que se utilizaron para qRT-PCR.

Gene Sentido (5' - 3) Antisentido (3' - 5')

Irf7 GGTGTGTCCCCAGGATCATTT GGTTCCTCGTAAACACGGTC

Ccl8 TGCTGCTCATAGCTGTCCCT CCATGGGGCACTGGATATTGT
Stat2 GTCATCCCGCAGAGAGAACG AGGGTATGGAGCAGAGCTGA
Itgb7 CACACCCGTGCCATCATACT GGGGTTGACAGTGGTTGTGA
Hcn4 TGGTCAGCGTGCTCACTAAG CCCTCCGCATCATGGGATAC
Wwir1 CCCGAGTCCCCAGAAAGATG GGGAGGATCTTTTTCCGCCA
SerpinF2 ACTCTGTACCATCCCTCGCT ATGTTGCACGCTAGACACCA

18S CGCCGCTAGAGGTGAAATTC TCTTGGCAAATGCTTTCGC
GAPDH TGAGGCCGGTGCTGAGTATGTCG [CCACAGTCTTCTGGGTGGCAGTG
TGF-p CAACAATTCCTGGCGTTACCTTGG |[GAAAGCCCTGTATTCCGTCTCCTT
PDGF-A GTCCAGGTGAGGTTAGAGG CACGGAGGAGAACAAAGAC
CTGF CTCCACCCGAGTTACCAATGACAA [CCAGAAAGCTCAAACTTGACAGGC
PAI-1 ACGTTGTGGAACTGCCCTAC GCCAGGGTTGCACTAAACAT
MMP-9 CAGGAGTCTGGATAAGTTGG CTGGAAGATGTCGTGTGAGT
a-SMA GTACCACCATGTACCCAGGC GCTGGAAGGTAGACAGCGAA
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7.4.1 Extraccion de DNA

Se realiz6 la extraccidon de DNA gendmico de alta calidad en los corazones de
los animales sham e IR-25 minutos con un kit de extraccion de DNA (Quick-DNA Mi-
niprep Plus kit, Zymo Research) siguiendo fielmente el protocolo del fabricante. La

calidad del DNA se verifico por fluorescencia.

7.4.2 Secuenciacion por bisulfito

Posterior a la extraccién de DNA gendmico de alta calidad se procedio a reali-
zar un analisis para observar el patron global de metilacion del DNA de los corazo-
nes, por medio de secuenciacidén con el método de bisulfito. Las muestras de DNA se
sujetaron a cuantificacion de DNA por fluorescencia, después se procedié a la diges-
tion enzimatica (MSP1+Taq). Primero se hizo una digestién por dos horas con la en-
zima MSP1 a 37°C y se siguio por una digestiéon con la enzima Taq por dos horas a
65°C. En el DNA digerido se seleccionaron fragmentos de DNA con un tamano
<300pb enriquecidos de CGI para someterlos al proceso de conversion de bisulfito
con el kit de conversion de bisulfito Methylamp (Epigentek Cat. #P-1001). Posterior-
mente, se determind la eficiencia de la conversion de bisulfito del DNA tratado por
PCR en tiempo real utilizando un par de primers contra DNA convertido por bisulfito
(B-actina) y un segundo par de primers contra el DNA no convertido por bisulfito
(GAPDH-control). EI DNA mostré una conversion >98%. Se prepard una biblioteca y

se verificd en un bioanalizador QC y la cuantificacién en una biblioteca KAPA qPCR.
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Se utilizaron 10 nM de las muestras de las bibliotecas y fueron sujetas a secuencia-
cidbn de nueva generacion con lllumina HiSeq 4000. El analisis bioinformatico se
realizd para los datos en crudo utilizando el programa Trim Galore, version 0.5.0. Las
lecturas recortadas se mapearon para la secuencia genémica UCSC Mus musculus
(ratén) (version GRCm38) utilizando un mapeador de metilacion Bismark version
0.203.0. Se generd un reporte resumido para cada muestra que incluyé la estadistica
de metilacion de citocinas y el alineamiento. Se hizo un mapeo de la metilacion y se
utilizé la herramienta Samtools version 0.1.0 para clasificar los archivos SAM produ-
cidos por la herramienta Bismark y se removieron las lecturas duplicadas debido a la
amplificacion por PCR. La informacién de metilacién se extrajo del resultado final del
mapeo con Bismark en una base. Se aplicé una cobertura minima de 5 lecturas y la

cantidad de calidad minima de 20 (q20) en cada posicién de las bases.

El andlisis de las citocinas metiladas diferencialmente (DMC) se realizaron en
el contenido total CpG. Las muestras se filtraron por cobertura (minimo 5), normali-
zadas, empalmadas (solo se incluyeron las bases que se cubrieron en todas las
muestras en comparacion) y se sujetaron a identificacion de DMC. Las DMCs identi-
ficadas se analizaron en contra de las secuencias de referencia de los genes de ra-
tén (exones, intrones y promotores) y las islas CpG. El conteo de lecturas con citoci-
nas metiladas (no convertidas) y las no-metiladas (citocinas convertidas) en cada
region se resumieron. La cobertura para la regién se calculé como (No. de citocinas

metiladas+ No. de citocinas no-metiladas) y el porcentaje de metilacion para la region
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se calculé como (No. de citocinas metiladas) / (No. de citocinas metiladas + No. de

citocinas no-metiladas) * 100.

7.5 Analisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media + el error estandar de la media.
Las diferencias significativas entre dos grupos se evaluaron por la prueba de t de
Student. Se utilizdé un software Graph Pad Prism para el analisis de datos y la repre-
sentacion de las graficas (V.6.04, GraphPad Software, USA). Se utilizé un analisis de
ANOVA de una via con prueba de Bonferroni para la comparacion de mas de dos
grupos. Los valores que se consideraron estadisticamente significativos tuvieron una

P <0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 Efecto de la administracion de L-arginina sobre la aparicion de

alteraciones cardiovasculares durante la ERC.

En un estudio previo de nuestro laboratorio caracterizamos un modelo murino
en el que indujimos ERC por isquemia/reperfusién y los animales se dejaron evolu-
cionar durante 5 meses. En este estudio observamos que los animales con ERC
desarrollaron alteraciones cardiovasculares como hipertrofia, fibrosis y disfuncion
cardiaca. También, observamos alteraciones en la via de sefalizacion de la eNOS
(Amador-Martinez et al., 2019) y debido a esto, propusimos el modelo para para es-
tudiar el desarrollo de alteraciones cardiovasculares y asi poder estudiar algunas
vias por las cuales estas mismas se desarrollan (Amador-Martinez et al., 2019). En
este modelo de ERC ya caracterizado (Barrera-Chimal et al., 2018) decidimos eva-
luar el efecto de la suplementacién con L-arginina (al tercer mes de seguimiento), un
sustrato para la sintesis de NO por la eNOS, en las alteraciones cardiacas observa-

das después de cinco meses de progresiéon de la ERC.

8.1.1 La L-arginina mejoré la depuracioén de creatinina y el flujo sangui-

neo renal pero no previno la apariciéon de proteinuria y fibrosis renal.

En la presente tesis observamos que a los cinco meses de seguimiento los
animales con ERC mostraron disfuncioén renal indicada por la disminucién en la depu-

racion de creatinina y en el flujo sanguineo renal en comparacion con los grupos con-
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troles (Fig. 7A y 7B). Estos hallazgos estan en relacién con el dafo renal que se
desarrolla en los animales sometidos a isquemia-reperfusion. Por el contrario, los
animales con ERC y que fueron tratados con L-arg mostraron una mejor depuracion
de creatinina y un flujo sanguineo renal preservado (Fig. 7A y 7B), lo que indica que
posiblemente la L-arginina actua beneficamente a nivel hemodinamico ya que el flujo
sanguineo renal y el aporte de O2 disminuyen durante el proceso de IR. Cabe men-
cionar que la suplementacion a los animales con L-arg, no previno el incremento en
los niveles de proteinuria observados durante la progresion de la ERC (Fig. 7C), lo
que sugiere que la prevencion de la disfuncion renal fue principalmente mediada por
un efecto vascular mas que por la preservaciéon de la estructura renal, un fenémeno
que ademas pudo identificarse en las imagenes histologicas tefidas con rojo de sirio
para identificar la deposicidén de fibras de colagena (Fig. 7E-H). Otro de los efectos
que observamos en este modelo de ERC al quinto mes, fue el desarrollo de fibrosis
renal (Fig. 7D) y la estructura renal permanecié severamente dafiada en ambos gru-

pos de ERC sin y con tratamiento de L-arginina (Fig. 7G y 7H).

8.1.2 La administracion de L-arginina previno la hipertrofia cardiaca, la hi-

pertrofia ventricular izquierda, la fibrosis y disfuncién cardiaca.

A nivel cardiovascular no encontramos modificaciones en la presiéon arterial
media (Fig. 8A). La relacién del peso cardiaco/peso corporal, incrementé en el grupo

IR-ERC (Fig. 8B) y es interesante mencionar que este efecto se previno en los ani-
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males tratados con L-arginina (Fig. 8B) por lo que se puede sugerir que la hipertrofia

cardiaca se redujo en los animales tratados.
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Figura 7. Efecto del tratamiento con L-arginina (L-arg) en la progresion de la enfermedad
renal crénica (ERC). A) depuracion de creatinina (mL/min), B) flujo sanguineo renal
(mL/min/100g), C) proteinuria (mg/24h), D) % de fibrosis tubulointersticial. Imagenes representati-
vas de secciones renales tefiidas con Rojo de sirio para los siguientes grupos: E) sham, F),
sham+L-arg, G), IR-ERC y H) IR-ERC+L-arg. Aumento original: 200X, n=8 por grupo. Datos repor-
tados como la media + SE. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

También observamos que el grosor de la pared ventricular izquierda disminuyd
en los animales tratados con L-arg (Fig. 8C), lo que sugiere que hay un efecto bené-
fico de este compuesto en la aparicion de hipertrofia ventricular izquierda. Aunado a
estos hallazgos, encontramos que los corazones de los animales con ERC presenta-
ron mayores niveles de fibrosis cardiaca (Fig. 8D) y deposicidn de colagena (8E-H)
comparados con los animales del grupo sham, tal como se aprecia en la tinciéon con
rojo de sirio. Por el contrario, en los animales que fueron tratados con L-arg se pre-

vino el incremento de fibrosis cardiaca (8D).
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Figura 8. Efecto del tratamiento con L-arginina (L-arg) en el daino cardiaco durante la progre-
siéon de la enfermedad renal crénica (ERC) después de 5 meses de seguimiento. A) Presion
arterial media, B) relacién peso corporal/ peso cardiaco (HW/BW), C) grosor de la pared del ven-
triculo izquierdo, D) porcentaje de fibrosis cardiaca. Imagenes representativas de rojo de sirio para
los siguientes grupos: E) sham, F), sham+L-arg, G), IR-ERC y H) IR-ERC+L-arg. Aumento original:
200X, n=8 por grupo. Datos reportados como la media + SE, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Con respecto a los niveles de BNP (Fig. 9A) (un marcador de disfuncion car-
diaca) y fibronectina (Fig. 9B) como marcador de fibrosis, observamos un incremento
en los niveles de estas proteinas en el corazén de las ratas del grupo con ERC com-
parado con el grupo sham y estas alteraciones se evitaron al tratar a los animales

con L-arg (Fig. 9A 'y 9B).
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Figura 9. A) Incremento en los niveles del péptido natriurético cerebral (BNP) y B) fibronec-
tina en los corazones de las ratas con ERC inducida por isquemia-reperfusiéon. En el panel
de arriba se muestra el blot para las proteinas indicadas y en el panel de abajo se muestra el ana-
lisis densitométrico. GAPDH se utilizé como control de carga n=8 por grupo. Datos reportados
como la media = SE, *p<0.05, ***p<0.001.

8.1.3 La administracion de L-arginina disminuyé la fosforilaciéon inactivante
de eNOS (Tre-495), promovié una mejor interaccion entre eNOS y Hsp
90a y la formacién del dimero de eNOS.

Como se menciond anteriormente, la fosforilacion en el residuo de Tre-495 de
la eNOS inactiva a la enzima y, por lo tanto, disminuyen los niveles de NO. En este
sentido, observamos que los animales con ERC tuvieron un aumento significativo en
la fosforilacién de la Tre-495 en el corazén (Fig. 10A), lo que se redujo cuando los
animales fueron suplementados con L-arginina. Otro de los puntos de regulacion de
la eNOS es su actividad relacionada con proteinas Hsp 90 y en este modelo obser-

vamos que ni los niveles de la isoforma Hsp 90a ni de la Hsp 90 fueron modificados
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durante la progresién de la ERC aun cuando los animales fueron tratados con L-arg

(Fig. 10By 10C).
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Figura 10. El tratamiento con L-arg redujo la fosforilaciéon en la Tre-495 de la sintasa de oxi-
do nitrico endotelial (eNOS) en los corazones de las ratas con ERC inducida por isquemia-
reperfusion. A) Western blot para observar la fosforilacion en la Tre-495 (P-Tre-495-eNOS) nor-
malizada con los niveles de la proteina eNOS, B) proteina de choque térmico (Hsp) 90a, y C)
(Hsp) 90B. En el panel de arriba se muestra el blot de cada proteina y en el panel de abajo se
muestra el analisis densitométrico. n=8 por grupo. Datos reportados como la media + SE, *p<0.05.

A diferencia del hallazgo anterior, al observar la interaccién de eNOS y Hsp 90a con
estudios de co-inmunoprecipitacién (Fig. 11A), encontramos que hubo una
disminucién de la interaccion entre estas dos proteinas en el grupo con ERC y que
de forma interesante la L-arg previno la disminucion de la interaccion. Ademas, al
analizar la conformacion dimérica (activa) de eNOS en el corazén, observamos que
los animales con ERC presentaron una disminucion en los niveles del dimero de

eNOS, un efecto que fue revertido con la administracién de L-arginina (Fig. 11B).
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Figura 11. El tratamiento con L-arg promovié la interacciéon en la hsp90a y la dimerizacién
de la eNOS. Mediante la inmunoprecipitacion de eNOS en extractos de corazén, observamos la
interaccion con hsp90a mediante inmunoblot. A) Analisis de western blot en un gel con SDS, bajo
voltaje y baja temperatura para analizar la conformacién dimero/ monémero de la eNOS. B) la
proteina total fue determinada por tecnologia stain free (Bio-Rad). En el panel de arriba se mues-
tran los blot representativos y en el panel de abajo, se muestran los analisis densitométricos. IP;
inmunoprecipitacion, IB; inmunoblot, n=8 por grupo. Datos reportados como la media + SE,
*p<0.05.

Posteriormente, se midieron los niveles de dimetil-arginina asimétrica ADMA

(Fig. 12A), un producto que se acumula durante el dafio renal y actua como un inhi-

bidor competitivo de la eNOS. Se encontré que los animales con ERC con o sin tra-

tamiento con L-arg mostraron un incremento en los niveles de ADMA lo que sugiere

que este compuesto puede ser un inhibidor enddégeno de la actividad de eNOS bajo
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condiciones patologicas. Por otra parte, se midieron los niveles de L-arg en plasma y
se observo que los animales con ERC tuvieron una reduccion significativa a diferen-
cia del grupo sham y los suplementados con L-arg recuperaron parcialmente esos

niveles, pero no fueron significativos (Fig. 12B).
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Figura 12. Incrementos en los niveles de dimetil arginina asimétrica y disminucién en los
niveles de L-arginina en plasma de ratas sujetas a isquemia-reperfusion (IR-ERC). A) niveles
plasmaticos de ADMA y B) niveles plasmaticos de L-arginina determinados por ELISA. n=8 por
grupo. Datos reportados como la media + SE, *p<0.05. Las lineas rojas punteadas representan los
valores normales reportados de ADMA (220ng/mL) y L-arginina (2.2pg/mL).

Para estudiar el papel del estrés oxidante en nuestro modelo de ERC, deter-
minamos los niveles de proteinas modificadas por 4-hidroxinonenal (4-HNE) tanto en
tejido cardiaco y renal. En ambos tejidos (renal y cardiaco), se mostré un incremento
significativo en los niveles de 4-HNE en el grupo con ERC (Fig. 13A y 13B) y el tra-
tamiento con L-arg no previno esta modificacion en el rifidn de los animales con
ERC, sin embargo, en el corazén si hubo una disminucion significativa de este mar-

cador en el grupo con ERC tratado con L-arg. Este hallazgo sugiere que el estrés
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oxidante puede jugar un papel importante en la progresion de la ERC, sin embargo,

se necesitan mas estudios detallados para el estudio de este mecanismo.
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Figura 13. Incremento del estrés oxidante en corazon y rifidn de ratas con ERC inducida por
isquemia-reperfusiéon. Western-blot para observar los niveles de 4-hidroxinonenal (4-HNE) en; A)
rindn y B) corazén. En el panel de arriba se muestran los blots representativos y en el panel de abajo
se muestran los analisis densitométricos. B-Actina y GAPDH se utilizaron como control de carga en
el rifdn y corazoén, respectivamente. n=8 por grupo. Datos reportados como la media + SE, *p<0.05.

En resumen, en esta primera parte del trabajo de investigacion, se mostré que la su-

plementacién con L-arginina es capaz de prevenir el desarrollo de fibrosis e hipertro-

fia del miocardio, a través de modular la activacion de la sintasa de 6xido nitrico en-

dotelial.
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8.2 La inflamacién temprana como mecanismo que contribuye al daino car-

diaco en la ERC.

Posteriormente, se inicié con la caracterizacion del infiltrado inflamatorio tem-
prano en el modelo de ERC. Primero, se extrajo el tejido renal y cardiaco a las 72 y
120 horas posteriores a la induccién de la IR. En el caso del rifién, se observd que
hubo un incremento de macrofagos, células dendriticas y neutrdéfilos a las 72 h (Fig.
14A) y que todas las poblaciones inflamatorias medidas como macréfagos, células
dendriticas, linfocitos TCD4+, TCD8+ y neutrdéfilos, incrementaron de forma significa-
tiva a las 120 h en los rifiones de los animales que fueron sometidos a IR (Fig. 14B).
A diferencia de los hallazgos inflamatorios en el rifidn, en el corazén, se observo que
se incrementd la infiltracion de células dendriticas, linfocitos TCD4+ y neutréfilos a
las 72 h después de la IR (Fig. 14C) y estos niveles permanecieron similares hasta
las 120 h (Fig. 14D), lo que indica de forma interesante y novedosa que desde eta-
pas tempranas hay una infiltracion de células inflamatorias (neutréfilos y linfocitos

TCD4+) hacia el corazon.

Debido a que se observd que los neutrdfilos fueron los que mas se infiltraron
en el corazén durante las etapas tempranas de la ERC, se procedié a evaluar el
efecto de la deplecion de estas células, mediante un anticuerpo monoclonal anti-

Ly6G especifico, sobre la fibrosis y disfuncion cardiacas cronicas en la ERC.
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Figura 14. Infiltracién de células inflamatorios al tejido renal y cardiaco. A), células dendriticas,
linfocitos TCD4+ y neutréfilos a las 72 h y tal incremento persiste hasta 120 h de seguimiento de los
animales (B). En el caso del rindn se observa que las células que incrementan en etapas agudas son,
macroéfagos, células dendriticas y neutréfilos a las 72h (C) y a las 120h se observa un incremento signi-
ficativo de macrofagos, células dendriticas, linfocitos TCD4+, TCD8+ y neutrdfilos (D). n=5 por grupo.
Datos reportados como la media £ desviacion estandar, *p<0.05, **p<0.01

8.2.1 Resultados deplecién de neutréfilos (créonico)

Los animales que progresaron a ERC después de 8 semanas de seguimiento
desarrollaron disfuncion renal evidenciada por un incremento en los niveles de urea y
creatinina plasmatica (Fig. 15A y 15B). Los animales con ERC a los cuales se les
inyecto el anticuerpo anti-Ly6G en la etapa temprana de la ERC, mostraron una re-

duccion del incremento en los niveles de urea en plasma (Fig. 15A) pero no de los
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niveles de creatinina (Fig. 15B), lo que sugiere que la deplecién de neutréfilos podria
prevenir de forma parcial la disfuncion renal en los animales que progresan hacia
ERC, sin embargo, esta es una parte que se deberia investigar mas a detalle en el
contexto renal. Después de analizar la funcion renal, se hizo la evaluacién de diferen-
tes parametros cardiacos. Se observo que los animales con ERC mostraron hipertro-
fia cardiaca que se midié mediante la proporcion del peso cardiaco / peso corporal
(Fig. 15C) y de forma interesante se vio que los animales que fueron depletados de
neutrofilos mostraron una reducciéon de la hipertrofia que tuvo valores similares a los

del grupo sham.
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Figura 15. Medicién de la funcién renal e hipertrofia cardiaca en animales con ERC y ERC+
deplecién de neutréfilos. La deplecion de neutrofilos previene el incremento de A) urea plasmati-
ca y de forma parcial el incremento de B) creatinina plasmatica. El peso cardiaco/peso corporal (C),
incrementd en los animales con IR y se previno en los animales con deplecion de neutréfilos (color
gris). Sham: n= 5, IR: n=6 e IR+ anti Ly6G: n=7. Datos reportados como el promedio + SE, *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001

Después se evaluaron los niveles de renales de RNA mensajero de diferentes
genes relacionados con el desarrollo de fibrosis como colagena |, fibronectina, TGF-3
y a-SMA. Se observo que los niveles de RNA mensajero de colagena | (Fig. 16 A) y
fibronectina (Fig. 16 B) incrementaron en los animales con ERC y que disminuyeron
de forma significativa en el grupo de ERC con eliminacion de neutrofilos. Al evaluar
los niveles de a-SMA (Fig.16C) y de TGF-B (Fig. 16D) se observd que hubo un in-
cremento en los animales con ERC y también se not6 una tendencia a la disminucién
en los animales del grupo con eliminacion de neutrofilos, sin embargo, esta no fue
significativa. Posteriormente, se analizaron los niveles de RNA mensajero del factor
de crecimiento derivado de plaquetas PDGF (Fig.16 E) un gen relacionado con la
regulacion de la angiogénesis y también se analizaron los niveles de RNA mensajero
del inhibidor del activador de plasminégeno-1 PAI-1 (Fig.16 F) que se relaciona con
la inhibicion de la fibrindlisis y que contribuye a la activacion de trombos. De forma
interesante, observamos que estos dos genes incrementaron de forma significativa
en los animales con ERC y que en los animales eliminados de neutréfilos este incre-
mento no se previno, algo que podria indicar que en el tejido renal estan ocurriendo

cambios inflamatorios y fibréticos importantes que inciden en el desarrollo de dafio
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cardiovascular. Debido a estos hallazgos se decidid hacer la evaluacion de genes

relacionados con dano cardiaco en los corazones de estos animales.

A B c
*% * *k%k *%* *%
51 T " 1 39 T T 1 2.0~ - 1
- ©
© 4+ £ 15
c B 54
g 8 2 <
& 34 5 @
8 -§ e : 1.04
< 2 < — z
2 ——— < 14 &
[ E € 0.5+
£ 14 €
c 1 1 c 1 1 oc T I_
Sham IR IR + anti Ly6G Sham IR + anti Ly6G Sham IR IR + anti Ly6G
D *% E *% F *
2.0 T ok 1 £.07 T ok 1 ' * !
— — * —
2.01 2.0
o w
G 15 a = 4
et Q 1.54 E
< g <
Z 1.04 Z 1.0+ Z
(74 [v4 x
€ £ £ 24
0.54 0.5+
0.0 T T 0.0 T T 0 T 1
Sham IR IR +antiLy6 Sham IR + anti Ly6G Sham IR IR+ anti Ly6G

Figura 16. Niveles de RNA mensajero de genes profibréticos, de regulacion, de angiogénesis y
fibrindlisis. Grupo sham (barra blanca), grupo con avance a ERC (barra negra) y con ERC tratados
un inhibidor de neutrdéfilos (anti-Ly6G). Sham: n= 5, IR: n=6 e IR+ anti Ly6G: n=7. Datos reportados
como el promedio + SE, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

En el corazén de los animales con ERC, se observd un incremento de a-SMA

(Fig.17 A) y de PDGF (Fig. 17 B) que se previno al eliminar de neutrofilos a los ani-

males con IR. Adicionalmente, se observé que TGF-B (Fig.17 C) aumenté en ambos

grupos de isquemia y no se previno con la eliminacién de neutréfilos. Finalmente, se

observo que BNP (Fig. 17 D), un marcador de disfuncion cardiaca aumentd en los

animales con ERC y disminuyé parcialmente en el grupo con eliminacion de neutroéfi-
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los y ERC, algo que sugiere que el tratamiento de eliminacion temprana de neutrofi-
los incide de forma especial en la prevencion de la fibrosis mediada por la remodela-

cién de la matriz extracelular, en la disminucién de dafio cardiaco y de la disfuncion

cardiaca.
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Figura 17. Niveles de RNA mensajero en corazén de animales con ERC y con deplecion de
neutréfilos. A) a-SMA, B) PDGF, C) TFG-B, D) BNP. Grupo sham se muestra en la barra blanca,
el grupo con ERC inducida por IR en la barra negra y el grupo con ERC inducida por IR y tratado
con el anticuerpo anti-Ly6G para la eliminacion de neutréfilos. Sham: n= 5, IR: n=6 e IR+ anti
Ly6G: n=7. Datos reportados como el promedio + SE *p<0.05, **p<0.01.
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8.2.2 Analisis de las modificaciones transcriptdmicas cardiacas de los ani-

males con daio renal en la etapa temprana de la ERC

Debido a que se observo que la inflamacion es un proceso importante que par-
ticipa en el desarrollo de fibrosis y disfuncidén endotelial, se decidié hacer la caracteri-
zacion de los cambios transcripcionales inducidos en la etapa temprana de la ERC
en el corazon. El analisis de RNA-Seq mostrd que en los corazones durante la etapa
temprana de la ERC hubo 54 genes regulados al alza (“upregulated”) en compara-
cion con el grupo sham (figura suplementaria 1, Fig. 18A). La mayoria de los genes
regulados al alza se apreciaron principalmente en proteinas que codifican para la
respuesta inflamatoria, quimiotaxis, respuesta a interferén y moléculas de adhesion.
Posteriormente, se realizd la confirmacion de la regulacion al alza por gRT-PCR de
ciertos genes involucrados como el gen de la respuesta a interferéon (/rf7), la quimio-
cina (ccl8), la molécula de senalizacion inflamatoria (Stat2) y una molécula de adhe-
sion (ltgb7), todos los cuales mostraron un incremento significativo en el tejido car-

diaco de los ratones con ERC en etapa temprana (Fig. 18B).
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Figura 18. Analisis transcripcional durante la etapa temprana de la ERC en el corazén. A) Se
muestra la expresion diferencial de genes; en color negro, los que no cambian y en rojo los que mues-
tran un cambio significativo (54 genes). B) Se muestra el analisis por gRT-PCR para los genes Irf7,
Ccl8, Stat2 e Itgb7. n=4 por grupo. Datos reportados como el promedio + SE, *p<0.05, **p<0.01.

El analisis de enriquecimiento funcional, gene ontology (GO), mostré que los
procesos bioldégicos mas enriquecidos que se activaron en el tejido cardiaco durante
la ERC temprana se relacionan con la respuesta inflamatoria y la lista de los 20 pro-
cesos biolégicos mas enriquecidos se muestra en la figura 19A. Los cinco procesos
biolégicos mayormente enriquecidos fueron: respuesta inmune (33 genes,
p=8.71x10-23), procesos del sistema inmune (38 genes, p=9.25X10-2%), respuesta de

defensa (32 genes, p=2.00X10-2", respuesta a citocinas (27 genes, p=2.92X102") y

finalmente respuesta celular a interferén beta (13 genes, p=4.95X102").
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Figura 19. Andlisis de ontologia a partir de los datos de RNA-Seq. En A, se muestran los 20 pro-
cesos bioldgicos con mayor enriquecimiento y se observa que varios de estos se relacionan con la
respuesta inmune, procesos del sistema inmune, respuesta de defensa y respuesta a citocinas. En B,
se observan las 5 vias biolégicas de la base de datos “reactoma” con mayor enriquecimiento y que

también se encuentran relacionados con el sistema inmune.



Ademas, se realizd el andlisis de enriquecimiento del reactoma con el progra-
ma ShinyGO v0.61 y este reveld que el sistema inmune y las interacciones inmu-
noreguladoras entre una célula linfoide y una no linfoide son las vias mas enriqueci-
das (Fig.19B). El analisis de redes de los procesos biolégicos mas enriquecidos mos-
tré6 que hay una relacion funcional de los procesos bioldgicos enriquecidos (Fig. 20),
en la cual una conexion mas fuerte se representa por una linea gris mas oscura y un
punto mas grande cuando el niumero de genes que participan en cada proceso biolo-
gico estd mas relacionado. También, se realizé el analisis de anotacion de redes de
asociacion proteina-proteina con la herramienta de busqueda STRING y se gener6
una red de interaccion con una alta confianza (0.700) que incluyd 48 de las proteinas
que se observaron en los 54 genes regulados al alza, algo que muestra interacciones
incrementadas significativas versus las esperadas (p<1.0x10-'8), con proteinas rele-
vantes para los procesos inflamatorios tales como ligando 10 de quimiocina con mo-
tivo C-X-C (Cxcl10), el transductor y activador de la transcripcion (Stat1 y Stat2),
miembro 1 y 2 de la familia GTPasa relacionado con inmunidad (Irgm1 e Irgm2) y el

factor regulador de interferén 7 (Irf7) en el centro de la red de interaccién (Fig.21).
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Figura 20. Analisis de redes de los procesos biolégicos mas enriquecidos obtenido con el pro-
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lados al alza en cada proceso bioldgico enriquecido. Las lineas grises y mas anchas representan las

vias con una mayor relacion.
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Figura 21. Anadlisis de anotacién de redes de asociaciéon proteina-proteina obtenido con la he-
rramienta de busqueda STRING. Se muestran 48 de las proteinas que se observaron en los 54
genes regulados al alza. Se muestran mayoritariamente interacciones con proteinas relacionadas

con procesos inflamatorios, p<1.0x1076.
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8.2.3 Estado de la metilacion del DNA en el corazén en la etapa temprana de

la ERC.

Para la evaluacién de los cambios epigenéticos que podrian contribuir al
desarrollo de remodelacion cardiaca durante la ERC se utilizé secuenciacién por
bisulfito de representacién reducida, una herramienta que permite evaluar las
modificaciones de metilacion en las citocinas del DNA. Las regiones metiladas
diferencialmente (DMRs por sus siglas en inglés) se definieron por una diferencia de
metilacion >20%, cobertura >5% y p<0.05. Se encontraron 104 DMRs
significativamente diferentes en los corazones de los ratones con ERC temprana en
comparacion con los animales controles. De éstas DMRs, el 15% se encontré en
promotores, 20% en exones, 28% en intrones y 37% en regiones intergénicas
(Fig.22A). Las DMRs se distribuyeron a lo largo del genoma en todos los
cromosomas excepto el cromosoma 10, 15 y Y (Fig. 22B). Las regiones
significativamente hipermetiladas se destacan en color rojo y las regiones

hipometiladas en color verde.
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Figura 22. Andlisis de la secuenciaciéon por bisulfito para observar cambios epigenéticos
cardiacos presentes en la etapa temprana de la ERC. Se encontraron 104 DMRs
significativamente diferentes en los corazones de los ratones con ERC temprana en comparacion
con los animales controles. A) 15% de las DMRs, se encontré en promotores, 20% en exones,
28% en intrones y 37% en regiones intergénicas. B) Las DMRs se distribuyeron a lo largo del
genoma en todos los cromosomas excepto el cromosoma 10, 15y Y. DMRs (regiones metiladas
diferencialmente).

Las DMRs se asociaron a genes que producen mRNA o miRNA y regiones no
codificantes. Los 10 mRNAs de genes codificantes asociados a regiones
hipometiladas o regiones hipermetiladas se muestran acomodados por diferencia en
metilacion (Fig. 23 A y B). Los genes asociados a DMRs hipermetiladas incluyeron
genes relevantes para la funcion cardiaca tales como Hcn4 (activated cyclic
nucleotide gate potassium channel 4), SerpinF2 (alpha 2-antiplasmin), Adraa (alpha-
1B adrenergic receptor), Chl1 (cell adhesion molecule), Wwitr1 (WW domain-
containing transcription regulator protein 1, GalTR (galanin receptor 1), Ezh1
(enhancer of zeste 1 polycomb repressive complex 2 subunit) y Zbtb17 (zinc finger

and BTB domain containing 17).
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Figura 23. Graficas de diferencias de metilacion. A) Se muestran las regiones hipometiladas
(verde), B) se muestran las regiones hipermetiladas en genes que son relevantes para la funcion
cardiaca como Hcn4, SerpinF2, Adrala, Chl1, Wwir1, Gal1R, Ezh1y Zbtb17.
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En el presente proyecto, se estudié particularmente la relacién entre el estado
de la hipermetilacion del DNA y los niveles de mRNA de Hcn4, Wwir1 y SerpinF2
debido a su relevancia en funciones como las corrientes de marcapasos cardiacas,
trabeculacion cardiaca y metabolismo asi como susceptibilidad a riesgo de falla
cardiaca, respectivamente. En acuerdo con el estado del DNA hipermetilado, se
encontré que los niveles de mRNA de Hcn4, Wwir1 y SerpinF2 se redujeron durante

la etapa temprana de la progresion de la ERC en los corazones de los animales (Fig.

24).
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Figura 24. Niveles de mRNA de los genes Hcn4, Wwir1 y SerpinF2. Se observa que estos
genes importantes para el funcionamiento, trabeculacion-metabolismo y susceptibilidad a riesgo
de falla cardiaca, disminuyeron significativamente en el corazén de los animales con progresion a
ERC. n=8 por grupo. Datos reportados como el promedio + SE, *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.
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9. DISCUSION

La ERC es una condiciéon clinica que se asocia con el desarrollo de falla
cardiaca y el incremento de la mortalidad cardiaca por factores como la sobrecarga
en la presion, sobrecarga del volumen y cardiomiopatia. La ERC contribuye al dafo
cardiaco a través de diferentes alteraciones hemodinamicas y no hemodinamicas
que pueden resultar en remodelacién cardiaca adversa, disfuncion sistdlica y
diastdlica y fibrosis miocardica (Larsen et al., 2012). La sobrecarga de la presion y
factores no hemodinamicos como el incremento en la activacion del RAAS, estrés
oxidante, disfuncién endotelial, inflamacién crénica y alteraciones del metabolismo
del fosfato son vias importantes que se han propuesto para desarrollar estrategias de
terapéuticas que incidan de forma apropiada en la prevencién y progresion del dafio
en el corazén durante ERC pero a pesar de las estrategias terapéuticas que tratan de
inhibir este dano concomitante como la disminucién de lipidos, el incremento en el
numero de procesos de dialisis o la normalizacion de hemoglobina, se ha
determinado que las personas con ERC manifiestan perfiles de riesgo diferentes en
comparacion con la poblacion en general (Stenvinkel et al., 2008) y que desarrollan
alteraciones cardiovasculares (Larsen et al, 2012). Lo anterior incide en la busqueda
de estrategias terapéuticas que puedan detener esta progresion o en un aspecto
esencial, corregirla. En las siguientes secciones se destaca con mas detalle que
durante la etapa temprana de la ERC se presentan alteraciones cardiacas tempranas
como la infiltracion de células inflamatorias, cambios transcripcionales y epigenéticos

que pueden contribuir al desarrollo de alteraciones cardiovasculares cronicas en la
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ERC (Figura 25) y que ademas un tratamiento con L-arginina en la etapa crénica de
la ERC, previene el desarrollo de fibrosis e hipertrofia cardiacas a través de promover

la activacion de la eNOS.

9.1 El papel de la disfuncion endotelial en el desarrollo de alteraciones

cardiovasculares durante la ERC

Una de las principales causas de muerte en pacientes con ERC es el desarro-
llo de consecuencias cardiovasculares como falla cardiaca y muerte cardiaca (Narala
et al., 2012; Kumar et al., 2014; Pinheiro da Silva, AL & Vaz da Silva, 2016). Los me-
canismos que conducen a estas alteraciones no han sido caracterizados a detalle y
permanecen siendo explorados. En un estudio previo, caracterizamos un modelo mu-
rino en el cual se indujo ERC por IR bilateral y observamos que en la progresién de
la enfermedad aparecieron alteraciones como hipertrofia cardiaca, incluso antes de la
elevacion de creatinina en suero y proteinuria en orina. Estas alteraciones sugieren
que existen ciertos mecanismos como inflamacion, estrés oxidante y disfuncion en-
dotelial que pueden afectar el corazén e inducir dafio secundario. Diferentes estudios
han encontrado que la produccion de NO disminuye en pacientes con ERC y esto se
relaciona con mecanismos que alteran la produccién de este agente vasodilatador,
NO, tales como la reduccion de L-arg, alteraciones en los cofactores de la eNOS, o
bien, el incremento en la produccion de inhibidores enddgenos de la L-arg (por ejem-

plo, ADMA) (Dobrian, 2012; Reddy et al., 2014; Siragusa et al., 2016). La disfuncion
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endotelial se caracteriza por una reduccion en la biodisponibilidad de NO y esto es
una causa del desarrollo de patologias renales y cardiacas debido a que se origina la
reduccion de la vasodilatacién, la rigidez arterial funcional y cambios en el fenotipo
de VSMC (Zanoli et al., 2019). Los resultados descritos en la presente tesis demues-
tran por primera vez en un modelo en roedores a los cuales se les indujo ERC por IR,
que los animales con progresion a ERC tuvieron alteraciones en la via de sefaliza-
cion de la eNOS, hacia los 5 meses de seguimiento, que se caracterizé por un au-
mento en la fosforilacidn inactivante de la eNOS (Tre-495) (Fig. 10A), reduccion de
las interacciones con Hsp 90 (Fig. 11A) y el desacople del estado dimérico de la en-
zima (estado activo) (Fig. 11B). A diferencia de estos hallazgos, los animales que se
suplementaron con L-arg, aun cuando el tratamiento se inicié al tercer mes después
del dano por IR, no mostraron estas alteraciones. El desacople de la eNOS puede
contribuir al desarrollo de lesion cardiovascular a través de dos mecanismos, 1) la
disminucién de la sintesis de NO y 2) el incremento en la produccién del anién su-
peréxido debido a la alteracién de la conformacién de eNOS o a la pérdida de su in-
teraccién con otras proteinas como Hsp 90 (Siragusa et al., 2016). ADMA es un inhi-
bidor enddgeno de la eNOS vy en diferentes estudios se ha reportado que puede ser
un nuevo marcador de enfermedad cardiovascular, puesto que los altos niveles de
este compuesto son un fuerte predictor de eventos cardiovasculares y de diferentes
causas de mortalidad en personas con enfermedad arterial coronaria (Ueda et al,
2007). En este estudio observamos que los animales con ERC y tratados con L-arg,
tuvieron aumento en los niveles plasmaticos de ADMA (Fig. 12A), lo que sehala que

el incremento de este compuesto no se pudo contrarrestar con L-arginina aun cuan-
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do los propios valores de L-arg disminuyeron de forma significativa en los animales
con ERC tratados (Fig. 12B) sugiriendo que la L-arginina no supera los niveles plas-
maticos al ser administrada, sino que posiblemente se agota de forma mas precipita-
da al estar sistémicamente mas disponible como sustrato de la eNOS. Estos hallaz-
gos sugieren que posiblemente hay un efecto aditivo entre la pérdida de NO vy la alte-
racion estructural y bioquimica de la eNOS, sin embargo, se necesitaria de otros es-
tudios tridimensionales mas detallados para determinar la estructura de eNOS en el
corazén durante la ERC o bien, medir de forma mas directa los niveles de NO al in-

crementar el sustrato de la eNOS.

La conexion cardiorrenal es compleja puesto que aun al modificar diferentes
parametros que se alteran durante la ERC, se ha visto que se desarrollan alteracio-
nes cardiacas (Stenvinkel et al., 2008). En este estudio, se observé que el rindbn ma-
nifiesta caracteristicas similares a las observadas en pacientes con ERC (Amdur et
al., 2016; Draws & Rahman, 2010; Pinheiro da Silva & Vaz da Silva, 2016) y que en
el corazon se altera la via de produccién de NO, seguramente por un efecto que re-
laciona otros mecanismos como la alteracion de hormonas, la acumulacion de toxi-
nas urémicas, el desarrollo de inflamacion (Stenvinkel et al., 2008), entre otros me-
canismos, puesto que se trata de dos érganos que requieren de un gran aporte de
nutrientes y una regulacion homeostatica de equilibrio idnico e hidrico muy fina. En
este sentido, medimos los niveles de BNP, un marcador que evalua el estrés miocar-
dico y que refleja la sobreactivacion de reacciones neurolégicas y humorales que

pueden afectar el funcionamiento y estructura del corazén (Yasuda et al., 2012), se

93



observo que los animales con ERC mostraron mayores niveles de BNP en corazén y
los animales que se trataron con L-arg mostraron una inhibicion en el incremento de
BNP en el corazdn (Fig. 9A), algo que refleja que la mayor activacién de la eNOS
previno la respuesta al estrés de la pared miocardica ventricular inducida por la ex-
pansion del volumen y la sobrecarga de la presion durante la ERC. Esto es importan-
te, ya que se ha visto que los niveles de BNP son una herramienta de diagnostico de
mucha ayuda para determinar el estrés miocardico y correlacionan con la mortalidad
cardiovascular a largo plazo en pacientes con infarto miocardio agudo y que predicen
la mortalidad cardiaca y otros eventos cardiacos adversos (Dasgupta & Wahed,
2014). También observamos que los animales del grupo de ERC tratados con L-arg
mostraron niveles proteicos reducidos de fibronectina (Fig. 9B), lo que sugiere un

posible efecto benéfico del NO en la prevencién de la fibrosis cardiaca.

La excesiva activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona, la secre-
cion de endotelina y la actividad nerviosa simpatica son caracteristicas frecuentes de
pacientes con ERC que se asocian con un aumento de las ROS e inducen estrés
cardiaco y la secrecion de BNP (Daiber et al., 2019; Larsen et al., 2012; Stenvinkel et
al., 2008). Por otra parte, la inflamacién crénica puede originar rigidez arterial y el
aumento de moléculas inflamatorias que interfieren con la actividad de eNOS e indu-
cen estrés oxidante, cambio fenotipico de las células del musculo liso celular vascu-
lar (Stenvinkel et al., 2008), produccion de metaloproteinasas de matriz y disminucion
de inhibidores de estas ultimas. Ademas se sabe que el efecto de TNF en paredes

arteriales, es mediado de forma parcial por la liberacién de IL-6 desde VSMC vy célu-
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las endoteliales (Zanoli et al., 2019) . En relacion con estos hallazgos, observamos
que hubo un incremento de 4-HNE, un marcador de estrés oxidante, en los animales
con ERC tanto en corazén como en rindn (Fig. 13A y 13B), sin embargo, a pesar de
que estos niveles disminuyeron en el corazén de los animales tratados con L-arg, los
rinones de estos animales no se vieron mejorados. Estos hallazgos sugieren que po-
siblemente el tratamiento con L-arginina produjo una mayor sintesis de NO promo-
viendo una mejor perfusion en el corazon y previniendo los efectos del estrés oxidan-
te, sin embargo, se necesitaria de otros estudios funcionales y de imagen cardiaca
para la validacion de estos resultados. En el rifidn, el estrés oxidante se mantuvo por
el dafio renal inducido per se y por la deficiencia de NO mediado por alteraciones de
la sefializacion de eNOS, la reduccién de L-arg o el incremento de ADMA y otras to-

xinas urémicas (Zanoli, et al., 2019).

En la actualidad existe controversia con el uso de aminoacidos como la L-
arginina o L-citrulina, sustratos de la eNOS, en el tratamiento clinico de pacientes
hipertensos y con enfermedades crénicas renales y cardiacas. Aunque en este estu-
dio destacamos el papel benéfico de la L-arginina en un modelo que simula las alte-
raciones cardiovasculares observadas en humanos durante la ERC, hay otros estu-
dios clinicos que demuestran una paradoja entre la cantidad de L-arginina y la satu-
racion de la Km de la eNOS por lo que se piensa que las elevadas concentraciones
de L-arginina en plasma no incrementen la produccién endégena de NO (Khalaf et
al., 2019), sin embargo, la produccién de L-citrulina si se ha visto benéfica pero se

necesitan mas estudios que engloben otras patologias mas alla de modelos de hiper-
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tensién (Adejare et al., 2020). Es importante destacar que los pacientes con ERC
cursan con niveles reducidos de NO, L-arginina y en estados mas avanzados de
ERC, se reduce la L-citrulina por lo que se ha determinado que la reduccién en la
biodisponibilidad de NO es un desencadenante del empeoramiento en la funcion re-
nal (Reddy et al., 2014). También, en diferentes estudios se ha destacado que los
inhibidores enddgenos de la eNOS son un elemento importante en el desarrollo de
disfuncion endotelial debido a la interaccion competitiva que muestran con la L-
arginina y a que su produccién se incrementa durante la ERC (Baylis, 2008; Sibal et
al., 2010; Ueda et al., 2007). En cierto sentido la controversia que existe en el uso de
la L-arginina como una terapia para restablecer los niveles de NO puede deberse a la
estandarizacion de los métodos de medicion, la temporalidad y la etiologia de la en-
fermedad en la que se hace la evaluacion de distintos componentes de la funcién
endotelial, aunado a que en algunos estudios se ha sefalado que la dosis baja o0 a
corto periodo de tiempo en que se administra no es suficiente para obtener un efecto
claro (Miller et al., 2003). Por otra parte, el endotelio por si mismo es un tejido que se
regula de una forma muy fina a través de mecanismos autonémicos y humorales por
lo que se involucran otras moléculas de sefializacién y regulacién que son importan-
tes en la funcion endotelial y el balance hemodindamico que podrian ser objetivos de

estudio posteriores.

En resumen, los hallazgos de esta primera parte de la tesis muestran que du-
rante la progresién de la ERC fuimos capaces de prevenir las alteraciones cardiacas

a través de la administracion de L-arginina, algo que favorecié la activacion de la
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eNOS. Sin embargo, estas observaciones e intervenciones terapéuticas se hicieron
en etapas avanzadas de la ERC (3er mes), cuando el dafio renal estructural y fun-
cional es ya evidente. Es por esto por lo que nos propusimos evaluar qué cambios
tempranos en la progresién de ERC pudieran ocurrir en el corazén, en particular con

un enfoque sobre la inflamacidn, cambios transcripcionales y epigenéticos.

9.2 El papel de la inflamacién en el desarrollo de alteraciones cardiovascu-

lares durante la ERC.

En el presente trabajo ademas de evaluar el papel de la disfuncién endotelial,
se decidié evaluar el papel que juega la inflamacién en etapas tempranas de la ERC
sobre el desarrollo de alteraciones cardiovasculares durante la ERC inducida por IR
renal bilateral (25 minutos) en un modelo de ratén. En este modelo se observé que
hubo una infiltracion renal de macréfagos, células dendriticas y neutrdfilos a las 72h
después de la IR y que a las 120 h se mantuvo la infiltracion de las células antes

mencionadas, mas la infiltracion adicional de linfocitos TCD4+ y TCD8+.
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Figura 25. Mecanismos que influyen en el desarrollo de alteraciones cardiacas que aparecen
durante la ERC.

Durante los estados iniciales de la ERC hay una regulacién al alza de genes estrechamente relaciona-
dos con la respuesta inflamatoria, entre ellos quimiocinas, moléculas de adhesion y genes de respues-
ta a interferon y que esta marca transcriptdmica se asocia con la infiltracion de células inflamatorias
hacia el corazén como neutrdfilos, linfocitos T y células dendriticas. La metilacién diferencial de citoci-
nas aparece en regiones cercanas a genes que influyen en la funcién cardiaca, por ejemplo, se obser-
va la hipermetilacién de genes como Hcn4, Wwitr1 y SerpinF2. Todos estos datos muestran que el teji-
do cardiaco sufre de cambios transcriptomicos, epigenéticos e inflamatorios durante etapas tempranas
de la ERC que podrian ser desencadenantes del dafno cardiaco inducido por la ERC y promover dis-
funcion endotelial, hipertrofia y fibrosis cardiaca. Imagen realizada con el programa Bio-Render.com
(Autor: Y. Isabel Amador-Martinez).
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El incremento de estas células inflamatorias hacia el rindn coincide con la fisiopatolo-
gia de la progresion de la ERC tras una etiologia como lo es la LRA inducida por is-
quemia-reperfusion (Li & Okusa, 2010) utilizada en otros modelos animales y que se
presenta en humanos como una caida rapida de la funcién renal (Kramann et al.,
2015; Bonventre & Yang et al., 2011). Este modelo induce un dafio directo sobre el
tejido renal debido al fendmeno de hipoxia que se mantiene y después la reperfusion,
lo que origina una plétora de cambios tanto de reparacion como de mal adaptacion
en el tejido renal (Bonventre & Yang, 2011; Colombo et al., 2012; Pinheiro da Silva,
AL & Vaz da Silva, 2016; Sharfuddin & Molitoris, 2011). El papel del sistema inmune
durante la ERC se distingue por las células inflamatorias que favorecen la lesién re-
nal al generar mediadores como citocinas, quimiocinas, eicosanoides, proteinas de
senalizacion y aumento de ROS (Grabulosa et al., 2018; Wang et al., 2014; Yang et
al., 2011). Estos mecanismos promueven la extravasacion y adhesion de leucocitos
en el endotelio activado en el que hay un incremento de E-selectina, integrinas 32
(LFA1 y MAC1) y receptores del endotelio como ICAM 1 (Németh et al, 2020; Yang
et al., 2011). La recuperacion de la lesion por IR es un proceso complejo y diferentes
tipos de subpoblaciones de linfocitos T pueden envolverse en los procesos de repa-
racion o de dafo. Dentro de estos procesos, se incluye el papel que juegan las diver-
sas poblaciones inflamatorias en eventos moleculares que dependen de la tempora-
lidad y del grado de dafio a cada érgano. Las células dendriticas son las principales
células efectoras que inician la respuesta inmune en el rifidn. Estas células junto con

los macrofagos liberan mediadores solubles y activan directamente otras células in-
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munes (Li & Okusa, 2010). Las células dendriticas pueden activar células T naive y
este es un mecanismo que conecta la respuesta inmune a la adaptativa con lo que
se convierte en amplia y eficaz, sin embargo, un exceso de la respuesta o la resolu-
cion ineficiente de la inflamacién pueden conducir a la disfuncién de los érganos in-

volucrados (Bonventre & Yang, 2011).

Por otro lado, en el presente modelo de ERC en ratones, observamos que du-
rante la etapa temprana de la ERC se present6 una infiltracion importante de células
inflamatorias hacia el corazén, por ejemplo, a las 72 h post-IR hubo una infiltracion
de células dendriticas, linfocitos TCD4+ y neutrdfilos (Fig. 14C) y a las 120 h se man-
tuvo el incremento de estas mismas células (Fig. 14D), lo que indica que hay una
inflamacion sostenida en el corazén y que es importante descubrir cual es el origen,
funcion y senalizacién de las células asociadas y las zonas o células cardiacas prin-
cipalmente afectadas. Se sabe que durante la falla cardiaca no isquémica hay altos
numeros de células T circulantes y subconjuntos de células T efectoras que promue-
ven inflamacién sistémica y remodelacion cardiaca. Las células T humanas produci-
das durante la falla cardiaca no isquémica se activan e interactuan con células endo-
teliales vasculares in vitro y se infiltran en el ventriculo izquierdo in vivo. Se conoce
que este mecanismo se produce por la secrecion de citocinas como TNFa e IFN-

v que podrian contribuir a la disfuncién cardiaca (Nevers et al., 2015).

Como se menciond anteriormente, la liberacion de moléculas inflamatorias re-
nales desencadena mecanismos de recuperacion y dafio durante la fisiopatologia de

la ERC y cabe destacar que esto incide en el sistema cardiovascular (Ma et al.,
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2013). Un ejemplo de esto es la citocina TNF que activa diferentes vias como; la
transcripcion de genes relacionados con receptores de lipoproteinas de baja densi-
dad (LDL), el incremento en la expresién proteica de fosfatasa alcalina y la reduccion
de la expresién de la actina de musculo liso a (a-SMA) (Swirski & Nahrendorf, 2018).
Estos procesos se acompanan de la infiltracion de leucocitos dentro de vasos san-
guineos, la accion directa de toxinas urémicas (un fendmeno que conduce a la proli-
feracion de VSMC), liberacion de metaloproteinasas de la ME, fragmentacion de
elastina, degradacion de colagena, calcificacién vascular y rigidez arterial que inciden
de forma directa en el desarrollo de dafo cardiovascular (Kumar et al., 2014; Ma et
al., 2013; Zanoli et al., 2019). A diferencia de estos antecedentes, en el presente mo-
delo no hicimos un dafo directo al corazén que pudiera explicar los cambios inflama-
torios en el tejido cardiaco por lo que proponemos que existe una comunicacion sis-
témica bidireccional de moléculas inflamatorias hacia el tejido renal y cardiaco que
podria influenciar cambios en las diferentes poblaciones celulares cardiacas. En rela-
cion con esto, en algunos estudios se ha determinado el papel de autoantigenos car-
diacos (Swirski & Nahrendorf, 2018) que inducen la respuesta de las células T y que
se pueden dirigir contra proteinas mitocondriales (Cordero-Reyes et al., 2016), sin
embargo, una parte importante de evaluar seria cual es el origen de estos autoanti-
genos, si tienen funcion de reparacién, de destruccion o la posterior muerte de las
células dafnadas. También se han propuesto mecanismos biomecanicos tradiciona-
les, por ejemplo, que el corazédn y los rinones producen citocinas proinflamatorias en

respuesta a neurohormonas (noradrenalina, angiotensina Il, endotelina-1, BNP, IL-
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1B, receptor soluble de IL-2 y TNF-a) (Coma-Canella et al., 2005) y activacion sim-
patica, sin embargo, no todos estos cambios han logrado explicar la conexién infla-
matoria cardiorrenal. Finalmente, se han propuesto factores no biomecanicos como
la congestion venosa y de tejidos debido a la sobrecarga en el volumen y que son
importantes debido a que estimulan la absorcion de endotoxinas, como LPS deriva-
das de bacterias intestinales, que pasan hacia células endoteliales dafiadas y esto
conduce a la sintesis periférica y liberacion de mediadores proinflamatorios (Colombo
et al., 2012), sin embargo, en nuestro modelo de ERC aunado a la respuesta inflama-
toria temprana que observamos no se ha dilucidado de forma clara la conexion infla-
matoria renal debido a que se necesita de otros estudios moleculares o inmunohisto-
patolégicos mas especificos que nos permitan evaluar si las células llegan desde una
misma fuente, o bien si los mediadores inflamatorios del rindn actuan directamente

sobre el corazén u otros 6rganos estrechamente relacionados.

Posterior a los hallazgos anteriores de infiltracion temprana de células inflamatorias
al corazon, decidimos evaluar si al eliminar a los neutrdéfilos (una de las poblaciones
que mas se infiltraron en el corazén en etapas tempranas de la ERC), se prevenian
algunas de las alteraciones cardiacas observadas. Primero se determind que la urea
en plasma disminuyé (Fig. 15A) y que la creatinina tuvo una tendencia a reducirse
(Fig. 15B), pero este efecto no fue significativo, lo que sugiere que hubo una res-
puesta benéfica parcial en la funcién renal, sin embargo, se necesitaria un analisis
mas profundo para observar el dafo o beneficio claros hacia la funcién renal. Segun-

do, al hacer la eliminacién temprana de neutréfilos hubo una disminucién de la ex-
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presidn renal de proteinas como colagena I, fibronectina y a-SMA, efectos que indi-
can la prevencion de fibrosis renal y de forma adicional, los niveles de TGF-3, PDGF
y PAI-1 incrementaron en ambos grupos de ERC sin observarse el beneficio de la
deplecion de neutrdfilos que se vio en los genes profibroticos anteriormente mencio-
nados. Tercero, se observé que en el contexto cardiaco hubo un incremento en la
expresion de a-SMA y PDGF en los animales con ERC y que de forma similar al ri-
Aon, los niveles de TGF-B incrementaron en ambos grupos de ERC tanto con elimi-
nacion de neutréfilos como sin eliminacién de estos y los niveles de BNP disminuye-
ron parcialmente pero no fueron significativos, todo en conjunto indica que la infla-
macion mediada por neutrdfilos participa de forma importante en la aparicion de fi-

brosis y disfuncién cardiaca.

El corazén es un érgano que en condiciones normales se encuentra despro-
visto de células inflamatorias a excepcion de unos cuantos monocitos por lo que la
infiltracidn de otras células inflamatorias es un indicador de procesos de dano impor-
tantes (Usher et al., 2010). Las células inmunes producen enzimas proteoliticas que
ayudan a digerir tejido muerto y liberan citocinas inflamatorias como IL-1, TNF e IL-6,
lo cual amplifica aun mas la inflamacion a través de sus efectos en leucocitos, células
endoteliales y cardiomiocitos (Cordero-Reyes et al., 2016). En este contexto, se ob-
servo que al depletar a los neutrdfilos en etapas tempranas de la ERC, se previnieron
varios de sus efectos patoldgicos en el corazén como fibrosis y disfuncion, sin em-
bargo, esto es una observaciéon que debe estudiarse con mas detalle en el corazén

debido a que se sabe que al inicio de la inflamacién el papel de los neutrofilos y mo-

103



nocitos es limpiar los productos necréticos y apoptéticos de los cardiomiocitos pero al
desregularse el proceso, se convierte en una fuente de produccion constante de cito-
cinas, quimiocinas y activacién de sefales de apoptosis y necrosis de cardiomiocitos.
Este proceso inflamatorio activo también involucra varios receptores “scavenger”,
entre ellos la tirosin- proteina quinasa MER (MERKT) y las células inmunes también
limpian DNA liberado por cardiomiocitos muertos algo que se logra a través del fac-
tor- interferdn regulador-3 (IRF3), (Swirski & Nahrendorf, 2018). Ademas, en el mode-
lo de dafo cardiaco por isquemia, se sabe que los mastocitos liberan granulos y los
macréfagos residentes y los cardiomiocitos comienzan a producir citocinas inflamato-
rias como IL-1 e IL-6 y quimiocinas como CCL-2/MCP-1. Los fibroblastos cardiacos
liberan factores de crecimiento hematopoyéticos como GM-CSF vy las células endote-
liales se activan (Swirski & Nahrendorf, 2018). Los eventos mencionados, inducen la
produccion a larga escala y reclutamiento de neutréfilos y monocitos principalmente
provenientes de células progenitoras hematopoyéticas en la médula 6sea. Las célu-
las madre mesenquimales en la médula 6sea y las células B periféricas liberan qui-
miocinas atrayentes de neutréfilos y de monocitos, tales como: CCL2/MCP-1y CCL?7,
las cuales movilizan neutréfilos y monocitos a la sangre en grandes cantidades. Este
proceso funciona como un factor de riesgo independiente para eventos cardiovascu-
lares en humanos (Swirski & Nahrendorf, 2018). Después de que la senalizacion
proinflamatoria se suprime; las subpoblaciones de macrofagos, mastocitos y linfoci-
tos activan respuestas fibrogénicas y angiogénicas que contribuyen al proceso de
reparacion. La activacion cronica y desmedida de las células inmunes puede promo-

ver fibrosis e hipertrofia (Okyere & Tilley, 2020), dos de las alteraciones cardiacas
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que se pudieron observar en el modelo de ERC inducida por IR y que se previnieron
en los animales a los que se les eliminaron los neutréfilos en etapas tempranas de la

ERC (Figura 15).

En otros estudios se ha determinado que la fase inflamatoria de recuperacion esta
dominada por la desaparicién de neutréfilos y la aparicion de macréfagos Ly6C, la
disminucién de citocinas inflamatorias, factores de crecimiento y quimiocinas. Estos
cambios ocurren gracias a senales intrinsecas como NR4A1 (nuclear receptor sub-
family 4 group A member 1) que se produce por células T reguladoras, lo cual ayuda
a los macréfagos a la transicidon hacia un fenotipo de reparacion al amortiguar la ex-
presion de IL-6, TNF y la metaloproteinasa MMP9 (Swirski & Nahrendorf, 2018). La
consecuencia de este cambio es que la transicién en el fenotipo hacia los macroéfa-
gos cardiacos reparadores es que producen TGF- y VEGF que promueven fibrosis y
angiogeénesis que se indican como algunos de los mecanismos asociados con remo-
delacién vy fibrosis cardiaca. Este tipo de informaciéon conduce a pensar que el desa-
rrollo de estrategias de eliminacion de células inflamatorias o de las moléculas que
estas liberan son efectivas para prevenir la alteracion cronica de los 6rganos en dife-
rentes enfermedades, por ejemplo, en un estudio de Cordero-Reyes et al, 2016; se
eliminaron las células B en un modelo de falla cardiaca inducida por angiotensina Il y
se observé que hubo menos hipertrofia, deposicién de colagena, preservacion de la
funcién ventricular izquierda y, que en relacién con estos cambios, hubo una reduc-
cion en la expresion de citocinas proinflamatorias, deposicién de inmunoglobulina G y

apoptosis del miocardio (Cordero-Reyes et al., 2016). En otro estudio de Wang et al.,
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2014, en el que se utilizé un modelo de fibrosis cardiaca inducida por angiotensina Il,
se observo que la inhibicion del receptor tipo toll- 2 (TLR2) con una estrategia knock
out, atenud el reclutamiento de macréfagos y la respuesta inflamatoria en el corazén
con lo que se previno el desarrollo de fibrosis mediada por una respuesta inflamatoria
exacerbada (Wang et al., 2014). En otro estudio de Grabie, et al., 2003, se mostrd
que las células Ly6G+, contribuyen al desarrollo de miocarditis y que causan dafo
cardiaco al promover la contribucion adicional de células T CD8+ que persisten hacia
etapas crénicas y que empeoran el resultado cardiovascular, sin embargo, cuando
hicieron la deplecién de las células T CD8+ se previno la falla cardiaca al mejorar el
resultado de mecanismos estructurales, funcionales y moleculares (Grabie et al.,
2003). Todo esto destaca que la inflamacién es actualmente un mecanismo que re-
sulta importante estudiar para conocer mejor los mecanismos patolégicos de desa-
rrollo de dafo cardiovascular en la ERC y ademas en el desarrollo de maniobras te-

rapéuticas que puedan ser utilizadas efectivamente en el campo de la medicina.

9.3 Analisis de las modificaciones transcriptédmicas cardiacas de los anima-

les con ERC en etapa temprana

Posterior a la observacion de células inflamatorias en la fase temprana de la
ERC, en este estudio se realizé un analisis del estado transcripcional en el corazon

durante la ERC en etapa temprana con un analisis de RNA-Seq y este mostré que
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los genes relacionados con procesos inflamatorios se encuentran entre las principa-
les vias activadas. El analisis de enriquecimiento funcional (gene ontology), mostré
que los procesos biolégicos mas enriquecidos probablemente activados en el tejido
cardiaco durante la ERC en etapa temprana son relacionados a la respuesta inflama-
toria y de los 20 procesos mas enriquecidos que se encontraron, los primeros cinco
procesos bioldgicos que cambiaron se vinculan con la “respuesta inmune”, se cono-
cen como vias modificadas relacionadas principalmente con procesos del sistema
inmune, respuesta de defensa, respuesta a citocinas, respuesta inmune, entre otras,
algo que destaca que en etapas tempranas de la ERC ya se presentan cambios im-

portantes a nivel transcriptomico en el sistema inmune (Fig. 19 Ay 19 B).

La contribucion de la inflamacion al dafo cardiaco se ha visto en distintos mo-
delos de dafo cardiaco como infarto miocardico, lesiones hipertensivas, sobrecarga
de la presion, miocarditis, en las cuales el desarrollo de fibrosis ha sido al menos
parcialmente atribuida al incremento en la infiltracion de células inflamatorias
(Bacmeister et al., 2019; Bradshaw & DelLeon-Pennell, 2020; Lindsey et al., 2020;
Patel et al., 2018; Unudurthi et al., 2020) El papel de la inflamacion en la remodela-
cion cardiaca se ha observado en algunos estudios experimentales, por ejemplo, en
la ERC que surge como consecuencia de la nefrectomia subtotal hay un incremento
en las células CD68" cardiacas y en la elevacién de TNF-a, IL-6 y MCP-1 en el cora-

zén (Chang et al., 2015).

Ademas, en un modelo clasico de fibrosis cardiaca por administracion de an-

giotensina Il, la remodelacién cardiaca se previno al inhibir la infiltracion de células
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proinflamatorias, algo que muestra el importante papel de las células inflamatorias en
el proceso fibrético (Wang et al., 2014). Adicionalmente, en este trabajo se reporta
que la regulacion al alza de la transcripcidén de genes relacionados con la respuesta a
interferon (Irf7), de la quimiocina (Ccl8), de la molécula de sefalizacion inflamatoria
(Stat2) y la molécula de adhesion (Itgb7) (Fig. 21), son importantes en el proceso
inflamatorio cardiaco durante la ERC por lo que para conocer el papel benéfico o de-
letéreo de las células mieloides y la infiltracion de macrofagos al tejido cardiaco me-

rece investigacion adicional.

Existe ademas evidencia clinica que apoya un papel de los mediadores infla-
matorios en la cardiomiopatia urémica. Los estudios demuestran que la ERC se aso-
cia con la elevacién de niveles de citocinas proinflamatorias en plasma (Amdur et al.,
2016; Amdur et al., 2016; Santoro & Mancini, 2002). En pacientes con hemodialisis
que se dividieron de acuerdo con la historia de eventos cardiovasculares, los pacien-
tes urémicos mostraron una disminucion en células Tregs y citocinas como IL-10 y
TFG-B, asi como un incremento en las células Th17 periféricas y citocinas Th17 co-
mo IL-17, IL-6 e IL-23, comparado con voluntarios sanos normales (J. Zhang et al.,
2010). El surgimiento de herramientas genémicas ha permitido descifrar los cambios
a nivel molecular y esto se ha tratado de explotar en herramientas como la terapia
génica y el desarrollo de estrategias a nivel molecular como los micro-RNAs o RNAs
de interferencia, sin embargo, esto es un avance importante que se debe desarrollar

con mas profundidad para la utilizacién en la parte clinica.
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Las quimiocinas CXC contienen el motivo acido glutdmico-leucina-arginina
(ELR) que atrae neutrdéfilos, mientras que las quimiocinas CC median el reclutamien-
to de subpoblaciones de células mononucleares que participan en el “clearance” de
células muertas y restos de matriz extracelular (B. Chen & Frangogiannis, 2017). El
incremento de diferentes quimiocinas es responsable del aumento en las células in-
flamatorias infiltradas al corazon, un evento que coincide con el hallazgo del RNA-
Seq en las quimiocinas Ccl8 y Cxcl10 en etapas tempranas de la ERC, algo que su-
giere que el incremento de estas citocinas y su movilizacidn hemodinamica podria
favorecer el reclutamiento de células inflamatorias hacia el corazén como se observo

en la infiltracion de células inmunes desde etapas muy tempranas de la enfermedad.
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Modificaciones epigenéticas cardiacas durante la ERC en etapa temprana.

Por otra parte, existe evidencia reciente que sugiere que estimulos como el
estrés podrian inducir modificaciones epigenéticas que inducen cambios en la expre-
sion génica que conducen a alteraciones y disfuncion (Liu & Tang, 2019). La metila-
cién del DNA ha llegado a constituirse como una de las marcas epigenéticas mas
estudiadas y se involucra con la activacién o silenciamiento transcripcional de genes
por lo que juega un papel importante en el desarrollo de los mamiferos y durante si-
tuaciones patoldgicas (Lan & Evans, 2019). En la actualidad el estudio de las modifi-
caciones epigenéticas en la enfermedad cardiovascular ha tenido relevancia para la
busqueda de blancos terapéuticos en la enfermedad cardiovascular, sin embargo,
esto aun representa desafios importantes en el conocimiento preciso de los meca-
nismos involucrados ya que la inhibicién o activacion de los reguladores puede tener
efectos pleiotropicos debidos a la accion general de los mecanismos de regulacién y
por otro lado, a la cantidad de células presentes en el corazén y sus funciones espe-
cificas (Liu & Tang, 2019). En el presente estudio, se evaluaron los patrones de meti-
laciéon que surgen como consecuencia del ambiente urémico o el medio inflamatorio
observado en la ERC temprana. Se encontré la metilacion diferencial de 104 regio-
nes y en particular en algunos genes de la funcion cardiaca. De forma interesante, se
encontré la expresiéon reducida de la expresion de mRNA de Hen4, Wwir1 y SerpinF2
(Fig. 24), lo cual fue consistente con el estado de hipermetilacion del DNA en regio-
nes cercanas a estos genes (Fig.23). Hcn4 es importante en el tejido cardiaco, espe-

cificamente en el nodo sinoauricular donde es altamente expresado y contribuye a

110



las corrientes de la actividad como marcapasos y a la regulacién de la tasa y ritmici-
dad del seno (Brown et al, 1979; Milanesi et al., 2006). En algunos estudios se ha
visto que las mutaciones en el gen Hcn4 se asocian con arritmias cardiacas por me-
dio de la alteracién eléctrica cardiaca (Milanesi et al., 2006; Schulze-bahr et al.,
2003). Wwir1, un efector nuclear de la via hippo se ha reportado que participa en la
trabeculacion cardiaca y en la maduracién de la pared cardiaca (Lai et al., 2018), au-
nado a que este gen es un regulador del metabolismo de los cardiomiocitos durante
las condiciones de estrés y falla cardiaca (Kashihara & Sadoshima, 2019). Los nive-
les de SerpinF2 se han asociado con la ocurrencia de la falla cardiaca (Zhang et al.,
2016) por lo que la expresion reducida de estos genes observada desde etapas tem-
pranas de la ERC en el corazén podria contribuir a la lesion cardiovascular a través

de alteraciones en la conductividad, estructura y anormalidades del miocardio.

La metilacion diferencial de citocinas en genes que participan en inflamacion,
fibrosis de tejidos, muerte celular, remodelacion cardiaca, estructura de sarcémeros,
crecimiento de cardiomiocitos y diferenciacion, ha sido detectada en un modelo de
cardiomiopatia dilatada ratones (Tabish et al., 2019). En otro estudio, al utilizar una
plataforma de secuenciacion por bisulfito se demostré que pacientes masculinos con
falla cardiaca de diferentes causas incluyendo cardiomiopatia obstructiva hipertrofica,
cardiomiopatia isquémica y cardiomiopatia dilatada, los autores identificaron dos ge-
nes hipermetilados relacionados a desarrollo (HEYZ2) y la respuesta inflamatoria
(MSR1) y dos genes hipometilados relacionados con la estabilidad de la matriz extra-

celular (CTGF y MMP2) (Glezeva et al., 2019). Ademas, en pacientes con infarto in-
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cidente del miocardio, se encontrd una huella epigenética que se compuso de nueve
genes metilados diferencialmente. De estos genes dos se relacionaron con enferme-

dad cardiovascular KCNN1y LRP8 (Ward-Caviness et al., 2018).

Otra relacion importante entre las modificaciones epigenéticas y la inflamacion es el
papel que juegan en contextos como la regulacion puesto que en lesiones de células
del musculo liso (VSMC) que reclutan neutréfilos durante la formacion de placas arte-
rioscleroticas, los neutréfilos se someten a NETosis y la Histona H4 derivada de NET
causa la lisis de VSMC y se desestabiliza la placa arteriosclerética por lo que se su-
giere que estas pueden tratarse utilizando un inhibidor de esta histona H4 y esto des-
taca que la informacion obtenida de estudios epigenéticos es una clave importante
en el desarrollo de estrategias enfocadas en diversas patologias (Németh et al.,

2020).

10. CONCLUSION

En el presente trabajo, se mostré que la progresion de la ERC en ratas se
asocia con alteraciones cardiacas tales como, hipertrofia, fibrosis, estrés oxidante e
incremento en los niveles de BNP, los cuales fueron acompafados por un incremen-
to en la fosforilacion de eNOS en el sitio inactivante de la eNOS (Tre-495) y la reduc-
cion en la interaccion de eNOS-Hsp 90a y la forma dimérica de la enzima; efectos
que se previnieron con la administracion de L-arginina. El desarrollo de disfuncion

endotelial (mediada por la alteracién de la eNOS), la infiltracién temprana de células
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inflamatorias, la activacion del endotelio y las modificaciones en los patrones de meti-
lacién desde etapas tempranas de la ERC son desencadenantes potenciales de hi-

pertrofia, fibrosis y remodelacion cardiaca.

Durante los estados iniciales de la ERC hay una regulacion al alza de genes estre-
chamente relacionados con la respuesta inflamatoria, entre ellos quimiocinas, molé-
culas de adhesion y genes de respuesta a interferon. Esta marca transcriptomica se
asocia con la infiltracién de células inflamatorias hacia el corazon como neutrdfilos,
linfocitos T y células dendriticas. Ademas, se descubrié que la metilacidon diferencial
de citocinas en regiones cercanas a genes que influyen en la funcién cardiaca y que
el estado de hipermetilacion correlaciona con la expresién reducida del mRNA de
genes como Hcn4, Wwir1 'y SerpinF2. Todos estos datos muestran que el tejido car-
diaco sufre de cambios transcriptémicos, epigenéticos e inflamatorios tempranos du-
rante etapas tempranas de la ERC que podrian ser desencadenantes del dafo car-
diaco inducido por la ERC y que representan blancos terapéuticos que ameritan in-

vestigacion adicional.
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Figura suplementaria 1. Lista de los 54 genes que cambiaron de forma significativa en el analisis
de RNA-Seq. Datos obtenidos por RNA-Seq mediante secuenciacion con lllumina.

GenelD  GeneName baseMean log2FoldCk IfcSE stat pvalue padj Nx Sham IfeShrink
ENSMUSGO Igtp 3455.056 4.388275 0.378704 10.04288 9.88E-24 2.63E-19 4840.012 631.1668 3.200081
ENSMUSGO Gbp6 1289.855 3.671448 0.314925 9.80059 1.12E-22 1.49E-18 2032.618 359.1348 2.883451
ENSMUSGO Irgm2 2430.77 4.004342 0.354061 9.657498 4.57E-22 4.05E-18 3563.37 551.9638 3.008995
ENSMUSGO ligpl 7750.93 3.215849 0.293434 8965737 3.08E-19 2.05E-15 12420.97 2590.067 2.614461

ENSMUSGO Gbp10 425.8426 5.469915 0.55979 8.726329 2.63E-18 1.4E-14 597.4578 65.60732 2.851518
ENSMUSGO BCO23105 1563.904 6.784371 0.728362 8.511384 1.72E-17 7.62E-14 1825933 91.80311 2.488201
ENSMUSGO Gm4841  2027.516 8.344563 0.975631 7.953382 1.81E-15 6.9E-12 1911.732 63.73614 1.578437

ENSMUSGO Irgm1 1692.631 3.095849 0.322345 7.78932 6.74E-15 2.24E-11 2529.808 608.4688 2.42362
ENSMUSGQ Irf7 799.9795 2.76235 0.293887 7.408791 1.27E-13 3.77E-10 1217.383 342.7807 2.227488
ENSMUSGO Gm12250 533.8866 5.288393 0.636657 7.38764 1.49E-13 3.98E-10 668.0496 75.44854 2.477271
ENSMUSGO Tap1 584.9081 2.946252 0.326081 7.241299 4.44E-13 1.08E09 870.5932 231.919 2.294407
ENSMUSGQ Nlirc5 299.2028 3.138812 0.356599 7.161575 7.98E-13 1.77E09 4440813 113.3219 2.343905

ENSMUSGO Gm12185 619.7961 6.215358 0.816663 6.894344 5.41E-12 1.11E08 611.0109 53.43422 199829
ENSMUSGO FE30016B( 7637.876 4.962027 0.674581 6.488514 B8.67E-11 1.65E-07 9466.558 936.9306 2.214575
ENSMUSGQ Psmb8& 418.2318 1963454 0.217129 6.348559 2.17E-10 3.86E07 616.7971 255.6364 1.738764
ENSMUSGO Gm4951  132.4901 2.826051 0.366157 6.120469 9.33E-10 1.55E-06 178.4589 64.78845 2.08308
ENSMUSGO Cd274 555.2968 2.84455 0.370482 6.098954 1.07E09 1.67E06 775.2524 230.318 2.082718

ENSMUSGO Tgtp2 624.8437 2.80104 0.370281 598476 2.17E09 3.2E06 874.643 263.6422 2.05779
ENSMUSGO Gzmb 28.27968 7.918654 1.237443 5926457  3.1E09 4.34E06 27.60263 11.7808 2.10831
ENSMUSGO Stat1 712.1046 2.124721 0.261287 5.89284  3.8E09 5.05E06 1050.246 400.4929 1.789499
ENSMUSGO Zbp1 94.08833 3.346932 0.506786 5.449899 5.04E08 6.39E05 113.7759 40.89738 1.983457
ENSMUSGOQ Ifi47 204.5664 2.82632 0.416419 5.382363 7.35E08 8.89E05 263.5439 92.84128 1.920139

ENSMUSGO H2-K1 8917.975 2.410835 0.358135 5.098183 3.43E07 0.000371 12551.27 4261.678 1.791324
ENSMUSGO Serpina3g 42.70978 2.942715 0.462657 5.096026 3.47E07 0.000371 51.14875 27.76757 1.883398
ENSMUSGO Apol9a 27.56356 4.244184 0.71821 5.094867 3.49E07 0.000371 28.90598 15.11813 1.812276

ENSMUSGO Klra2 32.61271 3.011149 0.490789 4943368 7.68E-07 0.000786 38.41483 20.9097 1.863878
ENSMUSGO 9330175E! 34.85076 3.035019 0.506871 4.833618 1.34E06 0.001321 40.62907 22.10883 1.794328
ENSMUSGQ I12rb 35.90129 3.265628 0.556045 4.820884 1.43E06 0.001358 39.7649 20.81686 1.813595
ENSMUSGQ Gbp8& 27.21518 2.803078 0.461041 4.811021  1.5E06 0.001378 31.67232 19.03426 1.813684
ENSMUSGO C4b 502.1421 1.675039 0.227548 4.790376 1.66E-06 0.001477 574.8456 279.4401 1.452167
ENSMUSGO Gbp3 1043.805 2.31842 0.364768 4.752115 2.01E06 0.001728 1448.522 529.2707 1.710931
ENSMUSGO Gm5970  15.88902 3.705551 0.65917 4.734064  2.2E06 0.00183 17.37757 11.10112 1.865114
ENSMUSGO Gbp4 808.3061 2.381745 0.38047 4.722431 2.33E06 0.001879 1099 396.8144 1.722929
ENSMUSGO H2-T22 671.9893 1.743532 0.246292 4.703903 2.55E-06 0.001998 968.3594 435.8346 1.49441
ENSMUSGO Fcgrd 50.38926 2.353916 0.37689 4.693456 2.69E06 0.002042 61.46068 34.08636 1.683622
ENSMUSGO Cd8a 21.78096 4.258091 0.785322 4.677178 2.91E06 0.002135 23.41041 13.09701 1.677305
ENSMUSGQ Gbp7 1094.147 2.032513 0.30976 4.67301 2.97E06 0.002135 1545.02 626.5943 1.610304
ENSMUSGO Oas3 40.33682 3.358571 0.610673 4.541828 5.58E06 0.003905 45.27766 23.09297 1.621919

ENSMUSGO Ly6c2 32.26516 2.713618 0.470373 4.52538 6.03E06 0.004113 37.6078 20.69802 1.776101
ENSMUSGO Cxcl10 23.78487 3.772672 0.707363 4.506417 6.59E-06 0.004386 25.60785 14.57556 1.643126
ENSMUSGO Ptpn22 39.88098 2.069641 0.335648 4.423203 9.72E06 0.006311 48.22686 29.66848 1.593258
ENSMUSGQ Psmb9 405.0027 1.681877 0.2507 4.375265 1.21E05 0.007684 575.5754 273.4605 1.436402

ENSMUSGO Stat2 588.1904 1.853555 0.292556 4.336114 1.45E05 0.008974 809.4102 358.6369 1.497022
ENSMUSGO Lgals3bp  594.2618 1.876238 0.301653 4.280533 1.86E-05 0.011275 828.2143 358.4365 1.49744
ENSMUSGO Ccl8 30.64838 3.216653 0.618269 4.256487 2.08E-05 0.012279 30.93923 19.73659 1.420983
ENSMUSGO H2-T23 820.1752 1.458595 0.20768 4.206437 2.59E-05 0.015007 1136.356 576.7815 1.300931
ENSMUSGO Itgb7 49.54922 2.491926 0.456121 4.180749 2.91E05 0.016449 59.33207 31.73276 1.604243
ENSMUSGQ Ciita 69.59696 2.023159 0.347242 4.141667 3.45E05 0.019114 85.93521 47.63882 1.521635
ENSMUSGO Itgal 78.64755 2.445942 0.454759 4.092147 4.27E05 0.022967 96.21786 46.26393 1.572739
ENSMUSGO Ubd 4.594326 5.977263 1.318436 4.089894 4.32E05 0.022967 4.711766 3.895308 1.211895
ENSMUSGO Gzma 35.51646 3.25507 0.659493 4.048669 5.15E-05 0.026875 38.31383 19.03428 1.605949
ENSMUSGO C6 12.55864 3.431317 0.71448 3983758 6.78E05 0.034711 13.48247 9.936264 1.496601
ENSMUSGO H2-D1 7226.81 1.779089 0.300278 3.976614 6.99E05 0.035095 9945.214 443975 1.422749
ENSMUSGO Irf9 681.0592 1.739851 0.296885 3.889897 0.0001 0.049417 943.3728 438.9971 1.400483
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Figura suplementaria 2. Anadlisis gene ontology realizado con el programa g: profiler. Se muestran los procesos
que mas cambian durante la ERC en etapa temprana. En la parte de abajo se muestra el reactoma y se observan
que las vias que mas interactuan son relacionadas con el sistema inmune y procesos inmunoregulatorios de células
linfoides. Datos obtenidos por RNA-Seq mediante secuenciacién con lllumina.

Go:BP stats

Term name Term ID Padi

immune system process 600002376 11061022

defense response 60:0006952 2557x102)

response to cytokine 60:0034097 288131071

immune response G0:0006955 3322x102)

cellular response to interferon-beta 60:0035458 4991x10°%!

cellular response to cytokine stimulus 60:0071345 7972x10°20

response to interferon-beta 60:0035456 1.077x10°1

response to other organism 60:0081707 1538x10"1%

response to external biotic stimulus 60:0043207 1627x10%

response to biotic stimulus 60:0009607 2.825x108

defense response to other organism 60:0098542 6.871x10°18

innate immune response 60:0045087 1390x10"1®

response to interferon-gamma G0:0034341 4703x10

cellular response to interferon-gamma GO:0071346 1.570x10"1%

cellular response to organic substance G0:0071310 1.411x1012 | |

defense response to protozoan G0:0042832 8.110x10°12

response to protozoan 600001562 1.759x10""

response to stress 60:0006950 2.258x10°"

multi-organism process 60:0081704 4.624x10"

response to external stimulus. G0:0009605 6579x1011

immune effector process 60:0002252 1501x10°10

response to bacterium G0:0009617 2.640x10°10

response to organic substance 600010033 2.861x1010 ||

cellular response to chemical stimulus 6010070887 4.995x1010 | |
response to virus 60:0009615 7.886x10°

REAC stats

Term name Term ID Pagi , ~10910(Paq)
Immune System REAC:R-MMU-168256 9.059x10°6
Immunoregulatory interactions between a Lymphoid and a non-Lymphoid cell REAC:R-MMU-198933 2.853x10°5
Adaptive Immune System REAC:R-MMU-1280218 4519x10°%
ER-Phagosome pathway REAC:R-MMU-1236974 3.796x104
Antigen processing-Cross presentation REAC:R-MMU-1236975 5.682x10"4
Antigen Presentation: Folding, assembly and peptide loading of class | MHC REAC:R-MMU-983170 8.458x104
Endosomal/Vacuolar pathway REAC:R-MMU-1236977 1023x10°2
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Amador-Martinez I, Pérez-Villalva R, Uribe N, Cortés-
Gonzalez C, Bobadilla NA, Barrera-Chimal J. Reduced endothelial
nitric oxide synthase activation contributes to cardiovascular injury
during chronic kidney disease progression. Am J Physiol Renal Physiol
317: F275-F285, 2019. First published May 22, 2019; doi:10.1152/
ajprenal.00020.2019.—Major cardiovascular events are a common
complication in patients with chronic kidney disease (CKD). Endo-
thelial dysfunction can contribute to the cardiovascular injury ob-
served in CKD. Here, we used a rat model of acute kidney injury to
CKD transition to investigate heart alterations in the pathway activat-
ing endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and its impact on the
cardiac injury observed during CKD progression. Fifty male Wistar
rats were subjected to sham surgery (n = 25) or bilateral renal
ischemia-reperfusion (IR-CKD) for 45 min (n = 25). Rats were
studied on a monthly basis up to 5 mo (n = 5). In another set of sham
and IR-CKD rats, L-arginine was administered starting on the third
month after renal ischemia. CKD development and cardiac alterations
were monitored in all groups. CKD was characterized by a progres-
sive increase in proteinuria and renal dysfunction that was evident
after the fifth month of followup. Heart hypertrophy was observed
starting on the fourth month after ischemia-reperfusion. There was a
significant increase in brain natriuretic peptide levels. In the heart,
IR-CKD rats had increased eNOS phosphorylation at threonine 495
and reduced eNOS-heat shock protein-90« interactions. L-Arginine
administration prevented the heart alterations observed during CKD
and increased eNOS coupling/dimerization and activation. In sum-
mary, CKD progression is accompanied by cardiac hypertrophy,
fibrosis, oxidative stress, and increased brain natriuretic peptide lev-
els. These alterations were associated with limited eNOS activation in
the heart, which may result in reduced nitric oxide bioavailability and
contribute to cardiac injury during CKD.
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INTRODUCTION

Acute kidney injury (AKI) may lead to the development of
chronic kidney disease (CKD) even if it is followed by renal
recovery (11). In addition, CKD is an independent risk factor
for cardiovascular disease (CVD) (13, 34). The occurrence
of major cardiovascular events in CKD is a very common
complication, and the leading cause of death in this group of
patients (41, 43). The mortality associated with CVD is 20-fold
higher in patients with CKD versus the general population
(33). The risk of cardiovascular events increases when the
glomerular filtration rate drops below 60 ml-min~'-1.73 m™2,
and this risk is inversely proportional to the glomerular filtra-
tion rate reduction (14, 17). In patients with CKD, the major
heart alterations observed are fibrosis, increased risk of isch-
emia, left ventricular hypertrophy, diastolic dysfunction, endo-
thelial dysfunction, and chronic inflammation (12, 41). The
mechanisms leading to cardiac damage during CKD are not
completely understood. The increased cardiovascular risk in
CKD is partly explained by comorbidities like hypertension,
diabetes, or hypercholesterolemia. However, specific targeting
of these comorbidities does not reduce cardiovascular out-
comes in patients with stage 4 or 5 CKD (18). Therefore, other
risk factors like chronic inflammation and endothelial dysfunc-
tion have been proposed as possible mediators of cardiovascu-
lar injury in CKD (33).

One of the main functions of the endothelium is the
production and release of the vasodilator nitric oxide (NO) via
endothelial NO synthase (eNOS). Activation of eNOS requires
the presence of L-arginine as a substrate, cofactors like tetra-
hydrobiopterin, Ca>*/calmodulin, binding of eNOS to heat
shock protein (Hsp)90, and eNOS dimerization (38). NO gen-
erated in the endothelium plays a critical role in blood pressure
maintenance, vascular permeability, avoiding leukocyte adhe-
sion, and smooth muscle proliferation (15, 22). A hallmark of
endothelial dysfunction is the reduced synthesis or bioavail-
ability of NO (15). Endothelial dysfunction is present in the
peripheral vasculature of patients with moderate and severe
CKD (27). Moreover, several studies have shown that patients
with CKD display reduced levels of NO (7, 31, 36, 37). Factors
that might contribute to a reduction in NO generation include
eNOS uncoupling, eNOS inactivation by phosphorylation at
Thr**>, oxidative stress, and increased levels of endogenous

1931-857X/19 Copyright © 2019 the American Physiological Society F275
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Los resultados de inflamacion se encuentran en proceso de publicacion.
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