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1. RESUMEN

El descenso en la tasa de fecundidad y aumento en la esperanza de vida
observada en los Ultimos 50 afios, conlleva a un aumento gradual en el
envejecimiento de la poblacion con un incremento de las enfermedades
cronicas no transmisibles. Segun el registro del Programa de Salud Renal del
Uruguay, un 66% de los pacientes con enfermedad renal crénica son mayores
de 65 afos. Este fendbmeno nos plantea la interrogante de cémo el
envejecimiento tisular afecta la funcion del rifidbn y, en particular, c6mo
contribuye con la fibrosis renal. Con el envejecimiento se producen cambios
morfoldgicos y funcionales en el rifidn, como son la esclerosis glomerular y la
fibrosis intersticial. Estos cambios son consecuencia de alteraciones que
ocurren a nivel celular. En este trabajo se profundizara en los mecanismos
celulares que desencadenan la fibrosis intersticial y la gloméruloesclerosis,
describiendo en detalle el proceso de inflamacion sostenida, la transformacion
fenotipica de las células epiteliales a miofibroblastos (Transicion Epitelio-
Mesenquimal, TEM), asi como los mecanismos de producciéon de matriz
extracelular (MEC) y la perpetuacion de la fibrosis renal. Ademas, detallaremos
las cascadas moleculares involucradas en el proceso de fibrosis, poniendo
especial énfasis en las cascadas reguladas por el factor de crecimiento
transformante Bl (TGF-B1, Transforming Growth Factor-Bl) y sus vias de
interaccion, que estimulan la produccién de MEC por los miofibroblastos e
inhibe su degradacion. También veremos como el TGF-B1 modula la expresion
de ARN pequefios no-codificantes (microARNS) (que son potentes inhibidores
de la expresién génica) y como el gen anti-envejecimiento KLOTHO modula el
avance de la fibrosis renal. Por ultimo, discutiremos futuras terapias para frenar
o enlentecer el proceso de fibrosis renal, en especial aquellas que tengan como
blanco las cascadas de sefializacion activadas por TGF-B1, los microRNAs y
posibles terapias de activacion del gen KLOTHO para prevenir la progresion de

esta patologia.

2. INTRODUCCION.

2.1 Aspectos epidemioldgicos de la fibrosis renal

El envejecimiento demografico es un proceso irreversible que estan



Efecto del envejecimiento tisular en la fibrosis renal
Carzoglio P., Funes R., Decima R., Spiess C. y Alaga M.
Trabajo Monogréfico, setiembre del 2014.

atravesando la mayoria de las poblaciones del mundo. El ritmo y la velocidad
con la que las poblaciones experimentan este proceso tienen relacion con las
caracteristicas demogréficas y con los fendmenos actuales que afectan sus
dindmicas y estructuras. En la historia del Uruguay, se ha observado una
transicion demografica de una poblacion joven, que recibia fuertes contingentes
migratorios desde fines del siglo XIX hasta las primeras décadas del siglo XX, a
una estructura demogréfica envejecida, con una elevada tasa de emigrantes en
segunda mitad del siglo XXY). Ademas, durante esta transicion demografica, se
observé un descenso en la tasa de mortalidad acompafiado por una
disminucién en las tasas de fecundidad y de crecimiento a lo largo de todo el
siglo pasado . Fruto de ello, la poblacién del Uruguay es la segunda de
América Latina en presentar una estructura demografica envejecida con una
baja tasa de crecimiento . A pesar de esta situacién transicional, no se le ha
dado suficiente importancia a las intervenciones que podrian prevenir la alta
prevalencia de factores de riesgo de enfermedades crénicas, sabiendo que en
las proximas décadas es de esperar un incremento de las enfermedades
cronicas no transmisibles a expensas del aumento de la poblacion de mayores
de 65 afios @.

Dentro de estas enfermedades cronicas no transmisibles que han
aumentado a expensas del envejecimiento poblacional, se encuentran las
enfermedades renales, cuya tasa de crecimiento ha aumentado un 8% a nivel
mundial . El Uruguay no se encuentra por fuera de esta realidad; segun el
Programa de Salud Renal del Uruguay, un 66% de los pacientes que ingresan
al programa son mayores de 65 afios”. Registros de este programa muestran
gue a partir de 1981 la edad promedio de la poblacion incidente en dialisis
aumento progresivamente, estabilizandose con pequefias oscilaciones a partir
de 1996 (Figura 1) ©.

Asi, puede observarse oscilaciones en la edad promedio de los pacientes
gue ingresan a didlisis: en el periodo de 1981 a 1992, la edad promedio de los
pacientes oscil6 entre 44,3 y 56,9 afios; en el periodo que va de 1993 a 2004,
entre 57,9 y 61,9 afios; en el periodo 2005-2011 vari6 entre 60,4 y 63,2, siendo
éste Udltimo el valor maximo de todos los periodos y observandose su

correlacién epidemiolégica . Es asi que, el aumento del promedio de edad de
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la poblacion en dialisis se acompafia de una incidencia creciente de la

poblacion de mayor edad (Figura 2).

Incidencia anual de dialisis
1981-2013

N
(=}
(=]

Z
1
T R
IIIIA. 4
I.

pacientes por millon de poblacion

100 | 1
e
- T whe
'z'. .
NN OO NN ONOO OO NN ONNROHO =NM
(=== === == R = = R = I e R e P e e I e Ry P = O = O = R e Y e R e O e O e R e Y e e Y e I e BBl el
OO0 OO0 0000000000000
- T T T T T e NNANNNNNNNNNNNN
afo
# incidencia por millén “*IC 95% limite inferior = |C 95% limite superior

Figura 1- Incidencia anual de dialisis. IC, intervalo de confianza. Extraida del informe anual 2013 del registro
uruguayo de dialisis (4)

El aumento del promedio de edad de la poblacion en dialisis se acompafa
de una incidencia creciente de la poblacion de mayor edad. En el afio 2011,la
incidencia de los pacientes menores de 15 afos fue de 10,6 pacientes por
millén de poblacién (pmp), la de los pacientes de 15 a 64 afos fue de 117,6
pmp, la de la poblacion de 65 a 75 afios fue de 554,4 pmp y la de la poblacion
de 75 afios y mas, fue de 618.5 pmp ¥ (Figura 3).
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Figura 2. Prevalencia en didlisis, incidencia de trasplante renal y mortalidad en dialisis periodo 1981-2013.
Extraida del informe anual 2013, del registro uruguayo de didlisis (4).
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1996-2011
<15 21564 m>65 m>75 ©>85

800
750
700
650
600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

pacientes por milloon de poblacion

A
(=]

o ™~ o =) =) - N ™ - B 0 ™~ o o o
= =) =3 1= =) o o o e o o o =] S v =
=] =] =] =] =] e 8 o e 8 oo =] =] e o o
- - - - N N N N N N N ~N ~N N N N
ano
Figura. 3. Grafico que muestra que el aumento del promedio de edad de la poblacién en dialisis se acompana
de una incidencia creciente de la poblacion de mayor edad . Datos extraidos de tabla de informe anual de

didlisis afio 2013.

Este aumento en la incidencia de la Enfermedad Renal Cronica (ECR)
con la edad del paciente, nos plantea la interrogante de como el envejecimiento
tisular afecta la funcion del rifion y, en particular, como contribuye con la
fibrosis renal. Sin embargo, resulta dificil discernir cuanto el envejecimiento
tisular per se coopera con el proceso de fibrosis renal de cada paciente, debido
a la presencia de enfermedades cronicas prevalentes en adulto como son la
diabetes mellitus e hipertension arterial, enfermedades que, en su evolucion
natural, generan dafio renal con la consiguiente fibrosis renal y progresion
hacia la ERC .

2.2. Objetivo general

Realizar una revision bibliografica del efecto del envejecimiento tisular en

el proceso de fibrosis renal.

2.3. Objetivos especificos

Especificamente pondremos énfasis en el estudio de:
= |los cambios morfologicos del rifion producidos durante el proceso de
envejecimiento y su relacion con la fibrosis renal
= |os mecanismo celulares involucrados en el curso de la fibrosis renal

= |as bases moleculares que modulan el proceso de fibrosis renal
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» las estrategias terapéuticas para detener o enlentecer la evolucion de la

fibrosis renal

3. METODOLOGIA EMPLEADA
Durante este trabajo se realizaron sesiones (una vez por semana) de

discusion de articulos cientificos de referencia nacional e internacional. Para
ello, se dividi6 el tema en 5 subtemas en donde cada integrante del grupo se
hizo experto en uno de los subtemas. En cada sesion el estudiante experto
presentd al resto del grupo (presentaciones de 15-20 minutos) un articulo de su

eleccion relevante en su area.

Tabla 1- Expertos de cada subtemay criterios de eleccién del material de estudio.

Estudiante Subtema Criterios de eleccion de material de estudio
Busqueda de revisiones y articulos cientificos contenidos
) S . . en base de datos. “Enfermedad renal crénica”, “transicion
. Aspectos epidemioldégicos de la fibrosis e B . »
Carzoglio P. demografica”, enfermedades no transmisibles”,
renal X AP .
envejecimiento”. Consulta de datos del Programa de
Salud Renal del Uruguay
Busqueda de revisiones y articulos cientificos conteniendo
Cambios morfologicos del rifién debido a | en bases de datos (PubMed) las palabras clave: “renal
Funes R. > . - ; ORI o f
la edad y su relacién con la fibrosis renal fibrosis”, “aging”, “glomerulosclerosis”. Consulta a libros de
texto.
Mecanismos celulares involucrados en la Busqueda de revisiones y articulos cientificos contenidos
Décima R. ) ; en base de datos (PubMeD). Palabras clave: “fibroblast”,
fibrosis renal N . ) \ o u . o
EMT”, “renal fibrosis”, “tubulointersticial
Busqueda de revisiones y articulos cientificos conteniendo
Spiess C Bases moleculares de la fibrosis renal en bases de datos (PubMed) las palabras clave: “renal
p ' fibrosis”, “aging”, “molecular pathway”
, “TGF-B”, “microRNA”, “Klotho”.
Estrategias terapéuticas de la fibrosis Busqueda de revisiones y articulos cientificos contenidos
Alaga M. renal 9 P en base de datos (PubMED), palabras clave: “Klotho”
“therapy”’, “TGF-B”, “IECA’, “microRNA".

4. CAMBIOS EN EL RINON DEBIDO A LA EDAD Y SU VINCULO CON LA

FIBROSIS RENAL

Morfolégicamente, se observan diferencias entre el rifidn de un individuo

joven y el de uno adulto. Ya en 1976 Griffiths y colaboradores observaron en
rifiones envejecidos, obtenidos a partir de necropsias de pacientes
normotensos mayores de 50 afios, una disminucion significativa del tamarfio del
rifidn, con pérdida de tejido cortical que se correlaciona positivamente con el
compromiso de la vasculatura renal ©. En el hombre, durante el proceso de
envejecimiento, se observa una pérdida progresiva de masa renal; el peso de
los rifiones disminuye desde 250 gramos en el adulto joven a 180-200 gramos
en la octava década de vida " ®. En este sentido, un estudio realizado por
Miletic y colaboradores demostré que a partir de los 30 afios hay un discreto

descenso del peso absoluto del rifion hasta los 59 afios, acentuandose luego
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de los 60 afios de edad . Ademas de observar una disminucion del peso renal
con la edad, Hoy y colaboradores mostraron que el numero de glomérulos
desciende y el porcentaje de los mismos esclerosados aumenta durante el
proceso de envejecimiento ?. Andlisis de autopsias de donantes fallecidos
mayores a 55 afios muestran un incremento de glomérulos escleréticos con
respecto a rifiones de donantes fallecidos menores de 40 afios®. En un estudio
reciente llevado a cabo por Rule y colaboradores, se analizaron muestras de
biopsia de rifion, corrobordndose una disminucion de la densidad glomerular
con el envejecimiento, mostrando ademas que ésta disminucion se acentla en
presencia de gloméruloesclerosis ™. Debido a que el proceso esclerosante del
glomérulo lleva a la acumulacion de Matriz Extra Celular (MEC), el mismo
puede dar lugar a la obliteracién de algunas o todas las luces capilares en los
glomeérulos afectados, dando lugar a la formacion de adherencias fibrosas entre
las porciones esclerdticas de los glomérulos, el epitelio parietal y las capsulas
de Bowman cercanas ™.

Mediante microscopia Optica de secciones de corteza renal de ratas
adultas de diferentes edades, Gagliano y colaboradores confirmaron un
aumento progresivo de fibrosis en la corteza renal, conjuntamente con la
acumulacion de colageno tipo uno - uno de los mayores componentes de la
MEC - en el intersticio renal durante el proceso de envejecimiento 2.
Buscando caracterizar los cambios que ocurren en la MEC renal con la edad,
Abrass y colaboradores realizaron un estudio donde utilizaron ratas de distintas
edades y describieron, mediante inmunohistoquimica, la existencia de 3
grandes cambios: un engrosamiento generalizado de la membrana basal
glomerular y tubular, un aumento significativo en la cantidad de MEC en el
intersticio renal y la aparicion de areas focales de atrofia tubular y cicatrizacién

intersticial ¥,

En cuanto al aumento del grosor de la membrana basal
glomerular, los autores observaron que éste se debia mayoritariamente a un
incremento en los niveles de laminina, componente principal de la membrana
basal. Sin embargo, el aumento en el grosor de la membrana basal tubular,
estd dado por un incremento en las concentraciones de colageno tipo IV y
fibronectina . Respecto al aumento significativo de MEC en el intersticio
renal, éste fue detectado solamente en ratas adultas previo al desarrollo de

glomeruloesclerosis y atrofia tubular . Aparte de los cambios descriptos
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anteriormente, se observd zonas de expansion intersticial adyacentes a areas
de atrofia tubular, con acumulacion de fibronectina y coldgeno tipo | e
infiltracién de macréfagos 4.

Los cambios en los vasos sanguineos que ocurren en el rifibn envejecido
juegan un rol preponderante en el dafio renal ya que el resultado final de estos
cambios es un descenso del flujo sanguineo renal con la edad avanzada del
paciente *®. Se observan cambios escleréticos en las paredes de los grandes
vasos renales que empeoran cuando existe hipertensién asociada ™. Este
grado mayor de esclerosis vascular con el envejecimiento se evidencia por el
aumento de la esclerosis en el sector intimal y capa medial de arterias
humanas corticales de personas adultas mayores comparado con nifios ©.
Estos cambios, junto con el engrosamiento de la membrana basal, tanto de los
glomérulos como de los tubulos renales, favorecen la progresiva reduccion y
simplificacion de los canales vasculares, contribuyendo asi con la fibrosis renal
durante el proceso de envejecimiento ®. Urbieta-Caceres y colaboradores
observaron un descenso en la densidad vasos de la corteza renal en ratas
hembras envejecidas, que se acentuaba por la pérdida de estrégenos (potentes
inductores de la angiogénesis renal) . Ademas, los autores confirmaron que
el envejecimiento incrementa la fibrosis tdbulointersticial y que ésta se
exacerba por la falta de estrégenos en las ratas ovariectomizadas ®®. Estos
resultados sugieren que el envejecimiento en ratones hembras lleva a una
pérdida de la microvasculatura y a un aumento de la fibrosis renal al descender
los niveles de estrégenos ™.

Todos estos cambios morfolégicos que llevan a la fibrosis renal como
consecuencia del envejecimiento tisular, son similares a los observados en
modelos experimentales de falla renal progresiva y en pacientes con ERC @© y
se ven acentuados en pacientes con enfermedades como diabetes e

hipertension.

5. MECANISMOS CELULARES DE LA FIBROSIS RENAL

En este apartado nos queremos centrar en los aspectos mas importantes

de los mecanismos celulares que promueven el desarrollo de fibrosis renal.
Empezando por el proceso en el cual los dafios producidos en el rifion

conducen a la inflamacion, con la consiguiente respuesta inmune humoral y
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celular, que por el caracter sostenido de la noxa se hace cronica, resultando en
fibrosis renal. En este proceso, juegan un rol importante algunos tipos celulares
como son los fibroblastos, los mayores productores de MEC. Estudiaremos de
donde provienen los fibroblastos y como se activan, como se produce la MEC y
cual es su composicion. Por ultimo, estudiaremos cuales son los factores que
perpetian el desarrollo de las fibrosis. Estos factores causan una injuria
sostenida a nivel del parénquima renal, que llevard al desarrollo de una
inflamacién crdénica (no-resolutiva), dando paso a una etapa fibrogénica con la

consiguiente pérdida progresiva e irreversible de la funcion renal.

5.1 Inflamacién sostenida

La fibrogénesis se considera un proceso de cicatrizacion fallida, en un

(7 La estrecha relacion entre la

intento de reparar y reconstruir el dafo
inflamacion y la extension de la fibrosis esta bien establecida. La inflamacion
sostenida produce un gradiente de citoquinas quimiotacticas, como CCL-1
(Chemokine C-C motif Ligand 1) e Interleuquina-8, que guian a las células
inflamatorias para su infiltracién en el tejido dafiado ®®. Una vez alli se activan
y producen moléculas que dafian aun mas al tejido, como Especies Reactivas
del Oxigeno (ERO), e inducen la produccion de citoquinas fibrogénicas y
factores de crecimiento *”). Entre las células inflamatorias, se ha visto que los
macrofagos juegan un rol importante en el desarrollo de fibrosis renal; se ha
demostrado que la deplecién sistémica de macrofagos luego de una injuria por
isquemia y reperfusion reduce la inflamacién, disminuye el ARN mensajero
(ARNm) de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias, atenta los cambios
histolégicos y se reduce la expresion de TGF-B1 (una potente citoquina pro-
fibrética), todo lo cual reduce la fibrosis renal a largo plazo . Sin embargo, se
ha visto que no todos los macréfagos son perjudiciales, sino que algunos
subtipos ayudan en la reparacién y regeneracion tisular “?. Al disminuir los
macréfagos, disminuye la cantidad de neutréfilos que llegan al rifion 9 lo que
supone que quizas los neutréfilos también jueguen un rol importante en la
progresion de la enfermedad renal. El reclutamiento y activacion de linfocitos T
€s un acontecimiento temprano también importante en el inicio de la fibrosis
renal; de hecho los ratones que carecen de linfocitos B y T maduros debido a

una deficiencia de la proteina activadora-recombinante de V (D) J (RAG1)

10
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estan protegidos contra la fibrosis luego de una injuria obstructiva “”. La
inflamacion no-resolutiva, producto de una injuria crénica, conduce
inexorablemente a la fibrogénesis, ya que genera un circulo vicioso de

inflamacion, dafio tisular y fibrosis.

5.2 Reclutamiento de fibroblastos vy transicion epitelio-mesenquimal

La fibrogénesis se inicia en pequefias areas aleatorias de inflamacién y
luego se expande difusamente si el estimulo profibrético persiste #?. Este
microambiente hostil que se genera en el rifién debido a la injuria sostenida y la
inflamacion, produce una activacién de las células productoras de MEC, paso

@) Las células

fundamental en el desarrollo de la fibrogénesis renal
productoras de matriz estan representadas principalmente por los fibroblastos,
cuya activacion esta relacionada con el riesgo de fibrosis ya que generan gran
cantidad de componentes de MEC como fibronectina, colageno tipo 1y tipo lll,
asi como fragmentos residuales de colageno tipo IV (componente de la

@2 |os

membrana basal que sostiene el endotelio o epitelio tubular)
fibroblastos, una vez que son activados, expresan una isoforma de actina,
llamada a -Actina del Musculo Liso (a-SMA, a-Smooth Muscle Actin), por lo

que en algunas ocasiones se les llama miofibroblastos ",

Es de gran importancia estudiar el origen, activacion y regulacion de estos
miofibroblastos productores de MEC, ya que son un componente esencial para
gue se produzca el establecimiento de la fibrosis renal. Se han propuesto
multiples origenes de los miofibroblastos a través de diferentes mecanismos
como la activacion de fibroblastos intersticiales, la diferenciacion de los
pericitos vasculares, el reclutamiento de fibroblastos circulantes, transicion del
fenotipo endotelio a fenotipo mesenquimal (TEndo-M, Transicion Endotelio-
Mesenquimal) en los capilares y transicion fenotipo epitelial a fenotipo
mesenquimal (TEM, Transicion Epitelio-Mesenquimal) de los tubulos renales
7 En esta revisién nos centraremos en los procesos TEndo-M y TEM, ya que
contribuyen con la progresion irreversible de la fibrosis renal produciendo

rarefaccion capilar y potenciando el proceso inflamatorio .

Durante la TEM o TEndo-M, las células epiteliales o endoteliales,
respectivamente, comienzan una transicion fenotipica en un proceso de

embriogénesis reversa hacia su transformacién a una célula mesenquimatosa
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del tipo fibroblastica “”. Este proceso también se observa en el parénquima de
otros Organos daflados y durante las metastasis tumorales. Esta
frecuentemente precedido por una inflamacion intersticial cronica y puede ser
una respuesta adaptativa de las células epiteliales a un ambiente hostil ¢* 2.
Se ha estudiado la TEM in vitro exponiendo podocitos inmortalizados de raton
en un microambiente con altas concentraciones de la citoquina profibrética
TGF-B1, observandose una disminucion en la expresién de proteinas de
adhesion caracteristicas del fenotipo epitelial podocitario (como ser p-
cadherina, ZO-1 y nefrina); asi también como un aumento en la expresién de
marcadores caracteristicos del fenotipo mesénquimal (como la desmina,
colageno tipo I, fibronectina y la metalo-proteasa-9) . Ademas, es importante
mencionar que esta transicion se acompafia de una disminucion de la funcion
de barrera de filtracion en dichos podocitos. Los podocitos son capaces de
desarrollar una TEM luego de una injuria y esta conversion fenotipica causa la
perdida de las caracteristicas epiteliales especializadas para adquirir nuevos

marcadores mesenquimales .

5.3 Produccién de matriz extracelular

Los fibroblastos activados, sin importar su origen, producen una gran
cantidad de componentes de la MEC"". Esto lleva a una acumulacion excesiva
de matriz intersticial, particularmente de fibras de colageno tipo | y Ill, como
también de fibronectina “?. La expresion y sintesis de proteinas de la MEC,
gue realizan las células productoras de matriz, esta controlada a nivel de la
transcripcion génica en respuesta a varias sefiales pro-fibrogénicas
extracelulares. Entre estas sefiales se encuentran las que estan por debajo de
TGF-B1 y la Angiotensina Il (Ang Il). Estas moléculas fibrogénicas activan una
variedad de factores de transcripcion que se unen a secuencias especificas en
la region promotora de los genes de los componentes de la matriz (como ser
colageno vy fibronectina) para activar su transcripcion ?®. Como detallaremos
mas adelante, la via sefializacion canonica de TGF-B1 desencadena uno de los

efectos pro-fibréticos mas fuertes en la produccién de MEC 2.

5.4 Mecanismos que perpetuan la fibrosis

Nos interesa destacar que el proceso de fibrosis renal no es solo el

resultado de acumulacion excesiva de MEC, sino que se perpetia mediante

12



Efecto del envejecimiento tisular en la fibrosis renal
Carzoglio P., Funes R., Decima R., Spiess C. y Alaga M.
Trabajo Monogréfico, setiembre del 2014.

diversos procesos como lo son la injuria tubular, rarefaccion microvascular y la
hipoxia crénica. Las células del epitelio tubular estdn expuestas a variedad de
insultos téxicos, metabdlicos, isquémicos e inmunolégicos. En el caso de la
fibrosis renal, en que estos insultos se dan de una manera prolongada, el
epitelio tubular produce varios tipos de respuesta; entre éstas destacamos la
proliferacién y la sintesis de citoquinas y quimioquinas que pueden contribuir
con la inflamacién, con la TEM, o pueden inducir a la apoptosis *"*?22%_Con el
tiempo, la injuria tubulointersticial prolongada se asocia con pérdida de
mitocondrias, atrofia tubular y fibrosis intersticial 2.

En etapas tempranas la matriz de colageno es susceptible a la protedlisis
y por lo tanto la fibrosis es potencialmente reversible, lo que genera una
cicatrizacion del tejido. Sin embargo, al perpetuarse y avanzar la fibrosis, se
producen modificaciones bioquimicas en las proteinas de la matriz,
produciendo cross-linking inducidos por enzimas transglutaminasas y lysyl

oxidasa, que le otorgan rigidez y proteccién frente a la protedlisis ",

La rarefaccion microvascular es también uno de los procesos marcadores
de fibrosis tubulointersticial, sobre todo en estadios avanzados, en donde
marca su irreversibilidad y perpetuacion en el tiempo. Uno de los mecanismos
por los cuales se produce la rarefaccion microvascular involucra la TEndoM,
gue como discutimos anteriormente lleva a la perdida de células endoteliales
3 A su vez, la rarefacciéon microvascular produce hipoxia, o que genera un
circulo vicioso. La hipoxia cronica se ve como resultado también de la
disminucién de la difusion del oxigeno debido a la fibrosis y al aumento de las
demandas metabolicas por las células tubulares. Tanto la hipoxia como el
estrés oxidativo inducen la apoptosis de las células endoteliales. Durante este
proceso de rarefaccion de la microvasculatura renal se produce un desbalance

entre estimulos pro- y anti-angiogenicos en el ambiente renal 7.

En un estudio reciente, se demuestra como la edad tiene incidencia en la
progresion a la enfermedad renal crénica. Para ellos los autores le practicaron
una injuria renal aguda isquémica bilateral a dos grupos de ratones, uno de 8-
10 semanas (jévenes) y otro de 46-49 semanas (adultos), para luego
realizarles una biopsia renal®®. Los resultados demostraron que los ratones

envejecidos tienen una mayor mortalidad luego de la injuria renal y los que
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sobreviven tienen una prolongacion de la injuria, que se correlaciona con una
disminucion en su capacidad de proliferacion celular. La fibrosis
tubulointersticial fue significativamente mayor en ratones envejecidos. Ademas,
por inmunohistoquimica observan un mayor infiltrado de células inflamatorias y
la pérdida de microvasculatura en los ratones adultos . Este estudio también
demuestra cémo influye el modelo de comorbilidad renal en el trasfondo del
envejecimiento en contraposicion al modelo clasico en ratones jovenes, para el

estudio de la enfermedad renal cronica %®.

6. BASES MOLECULARES DE LA FIBROSIS RENAL
Conocer las cascadas de sefializacion que regulan las diferentes etapas

del proceso de fibrosis renal es importante para prevenir y desarrollar terapias
contra ésta. Muchos factores moleculares han sido identificados en la génesis
de la fibrosis renal, especialmente en el proceso TEM®®. Entre las cascadas
mas estudiadas, se encuentra la via de sefalizacion de TGF-1, que se ha
visto implicada en los diferentes procesos que caracterizan a la fibrosis renal,
como lo son la TEM, la produccion de MEC, la infiltracibn de células
inmunoldgicas y la angiogénesis #®. Otras cascadas que promueven el avance
de la fibrosis renal y que interaccionan con la via de sefalizacion de TGF-31,
son las cascadas activadas por el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR, Epidermial Growth Factor Receptor) y el sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA) 03D,

6.1 Via de seiializacién del TGF-B1
TGF-B1 es miembro de la superfamilia TGFB, que incluye activinas,

inhibinas, factores de crecimiento y las proteinas morfogenéticas éseas (BMP,
Bone Morphogenetic Proteins). TGF-B1 es una citoquina expresada
ubicuamente y tiene un amplio espectro de funciones. Tanto TGF-1 como sus
isoformas (TGF-B2 y 3), son secretados como precursores latentes formando
un complejo con su proteina de unién (LTBP, Latent TGF Binding Proteins).
Para activarse, TGF-B1 debe disociarse de LTBP a través de la protedlisis
mediada por la plasmina, ERO y trombospondina 1 (TSP-1) entre otros. Una
vez activo, TGFB1 se une a sus receptores en la membrana celular y actia de
manera paracrina y autocrina. Se reconocen dos grandes vias de sefializacion

intracelulares activadas por TGF-B1: la via canodnica dependiente de los
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factores de transcripcion Smads y la via no-canonica o independiente de
Smads. La via canolnica ha demostrado ser la mas importante en muchos
procesos fisiopatolégicos del rifidn, incluyendo la génesis de fibrosis
tubulointersticial en patologias renales. Esta via comienza cuando TGF-B1 se
une a su receptor de membrana celular TGFBRII; esta union activa al receptor
de membrana tirosinquinasa TGFBRI que fosforila a Smad 2 y Smad 3. La
fosforilacion de Smad 2 y 3 induce su activacién y se unen a Smad 4 formando
un complejo; este complejo se transloca al ndcleo para controlar la
transcripcion de genes pro-fobréticos, como son los genes que codifican para
las proteinas de la MEC, las proteinas que caracterizan al fenotipo
miofibroblastico, citoquinas implicadas en la infiltracion del intersticio renal por
las células del sistema inmune, factores pro- y anti-angiogénicos y microARNs
implicados en la regulacion de la fibrosis renal (Figura 4) (por revision®®.

Se ha demostrado que TGF-B1 media la progresion de fibrosis renal al
estimular la produccién de MEC al mismo tiempo que inhibe su degradacion
@9 Entre los genes pro-fibréticos (responsables de la acumulacién de MEC)
inducidos por TGF-B1, se encuentra el gen que codifica para el inhibidor del
activador del plasmindgeno 1 (PAI-1, Plasminogen Activator Inhibitor-1)®#3%.
PAI -1 es un potente inhibidor de la cascada proteolitica pericelular
dependiente de la plasmina® *¥ y se ha demostrado en modelos de Uropatia
Obstructiva Unilateral (UOU) murinos que PAI-1 contribuye a la fibrosis
tubulointersticial renal al inhibir la degradacion de la MEC ©%).

Hace ya mas de una década que Fan y colaboradores han demostrado,
en cultivos de células epiteliales renales de rata, que TGF-B1 induce la
diferenciacion de células epiteliales renales a miofibroblastos de una manera
dosis dependiente ®°. Entre los genes que han sido caracterizados como
claves en la génesis de fibrosis renal, se encuentran aquellos implicados en la
generacion de ERO. Entre las enzimas generadoras de ERO, las isoformas de
la NADPH oxidasa C (NOX, NADPH OXidase) se han visto implicadas en la
TEM @9, La exposicion de cultivos de fibroblastos renales a TGF-B1 aumenta
los niveles de ERO y de su enzima generadora, NOX4; en concordancia,
cuando se inhibe la sintesis de ERO o de NOX4, disminuye la expresion de
proteinas caracteristicas del fenotipo miofibroblastico inducido por TGF-p1.

Esto sugire que NOX4/ERO actian como mediadores de la induccion de TEM
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por parte de TGF-B1 . Se propone que, a través de Smad 3, TGF-B1 induce
la expresion de NOX4 y por ende la generacién de ERO, llevando a la TEM
(Figura 4) 9.

LTBP
—(»

TGF Ang Il
B -
TGF{ RII AT-1 EGFR
—>
T / A
klotho ERK @

cSrc

R P
~ /
S B0 s o — o
MAPK

TEM /
e — Produccién de MEC
L Pro- y anti- angiogénicos

Infiltracién del sistema inmune
Citoplasma Nacleo MicroRNAS pro y anti-fibréticos

Figura. 4. Vias moleculares de sefializacion involucradas en el proceso de fibrosis renal. El mecanismo mas
estudiado es la via canénica TGF-B1/Smad. TGF-B1, al unirse a su receptor TGFBRII, induce la dimerizacién de
éste con TGFBRI. Este heterodimero fosforila a los factores de transcripcion Smad 2 y 3, los cuales
posteriormente forman un complejo con Smad 4 que se transloca al nicleo y estimula la transcripciéon de
genes profibréticos involucrados en la TEM, la producciéon de MEC, la angiogénesis, la infiltracion del sistema
inmune y la sintesis de microARNSs. A su vez, la Ang Il, al unirse a su receptor AT1, estimula la transactivacion
de EGFR. Estas interacciones promueven y perpetian la fibrosis renal inducida por TGF-1.

Por otra parte, TGF-B1 es reconocida como una citoquina anti-
inflamatoria; se ha demostrado que TGF-B1 unido LTBP, tiene un papel

protector en la inflamacién renal 37

. Los incrementos en la expresion de
TGF-B1 latente en ratones los protege frente a la inflamacion y fibrosis renal en
modelos de UOU y glomerulonefritis rapidamente progresiva, disminuyendo la
infiltracion leucocitaria en el tejido renal ¢¢ 3739,

En cuanto a la angiogénsis, se ha demostrado que TGF-B1 es un
modulador del desarrollo de los vasos sanguineos durante procesos como la
embriogénesis, la progresion de las enfermedades crénicas y el envejecimiento
(26,39, 49 " Nakagawa y colaboradores demostraron que TGF-B1 induce la
sintesis de factores pro- y anti-angiogénicos. A través de Smad 2, TGF-31
regula la expresiéon de TSP-1, un factor anti-angiogénico, mientras que a través

de Smad 3, TGF-B1 regula la expresion del factor de crecimiento vascular
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endotelial (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor) en cultivos celulares de
tibulo contorneado proximal de rifién de rata®”.

Como detallaremos mas adelante, TGF-B1 regula la expresién de cuatro
familias de microARNs: miR-21, miR-200, miR-29 y miR-433; todas ellos
potentes moduladores de la TEM, del proceso de remodelacion de la MEC y de

la progresién de la fibrosis renal (ver revision “Y).

6.2 Interaccion entre EGFR vy TGF B R: vias complementarias para el
desarrollo de la fibrosis renal

Se ha demostrado que la via de sefializacion de EGFR esté relacionada
con la progresién de la enfermedad renal y la consiguiente fibrosis ©% 33,
Samakaroon y colaboradores han demostrado que la cascada de EGFR es
activada en modelos de fibrosis renal por UOU y es necesaria para la expresion
de genes pro-fibréticos inducidos por TGF-B1 3. En este estudio, los autores
demuestran que, por un lado, TGF-B1 transactiva a EGFR mediante la
produccion de ERO mientras que, por otro lado, la interaccion entre la cascada
de EGFR y la via canonica de TGF-B1 activa y mantiene la expresion de genes
pro-fibréticos (como ser fibronectina y PAI -1). En cuanto a la transactivacion de
EGFR inducida por TGF-1 y mediada por NOX4/ERO, se propone que ERO
activaria a una tirosinquinasa intracelular no ligada a un receptor, llamada c-
Src, que fosforilaria a EGFR. Esta fosforilacién induciria la cascada de
sefalizacion de las MAPK (MAPK, Mitogen Activated Protein Kinases). Una
vez activada esta cascada, se activaria la transcripcion de genes pro-fibréticos

necesarios para el progreso de la fibrosis renal (Figura 4)(ver revision ©%).

6.3 Angiotensina ll y su contribucion a la fibrosis renal

Hace tiempo que se vincula a la Ang Il con el desarrollo de fibrosis en
distintos érganos, como por ejemplo la fibrosis en los vasos sanguineos ¢V, A
modo de ejemplo, se ha demostrado que la actividad incrementada del SRAA
esta involucrado en el desarrollo de lesiones fibréticas vasculares, tanto en
humanos como en ratones . A nivel renal, existen fuertes evidencias de que
la Ang Il esta involucrada en el desarrollo de la fibrosis renal, sobre todo en lo
gue se refiere ala ERC. Se ha sefialado a la Ang Il como un factor pro-fibrético
gque participa en la mesangioesclerosis y fibrosis glomerular en la ERC

avanzada “?. Leelahavanichkul y colaboradores demostraron en ratones que
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el desarrollo de ERC debido una nefrectomia parcial de la masa renal total

(modelo de ERC conocido como “modelo del rifion remanente”), podia ser
aplacado mediante un antihipertensivo, llamado olmesartan, que inhibe al
receptor de Ang Il (AT-1, Angiotensin receptor Type-1)“?. La especificidad del
mecanismo de accién de la Ang Il en la fibrosis renal en este estudio fue
corroborada mediante el uso de otro antihipertensivo, que no inhibe el receptor
de Ang Il (la hidralazina) y que por ende no disminuia la progresion de ERC en
el modelo de rifién remanente “¥.

Nuevamente, TGF-B1 adquiere nuevamente un papel protagénico. Se
demostr6 que la Ang Il estimula la via canonica de TGF-1
independientemente del ligando, mediante la activacion de las MAPKSs, p38 y
ERK1/2 (ERK1/2, Extracellular signal-Regulated Kinases 1 y 2)®% 3% 42 44, 45)
(Figura 4). Una vez activadas mediante su fosforilacion, ERK1/2 y p38 regulan
diversas actividades celulares a través de la estimulacion de la expresion
génica, como ser mitosis, metabolismo, apoptosis, diferenciacion y movilidad
celular (ver revisién “®). Yang y colaboradores mostraron que el tratamiento
con Ang Il de células tubulares renales inducia la expresion de colageno tipo |
mediante la activacién de la via ERK/p38 de las MAPK®“?). Posteriormente,
Chen y colaboradores demostraron que la transactivacion de EGFR durante la
fibrosis tabulointersticial renal puede ser mediada por la Ang Il a través de una
via no dependiente de ligando, que mantiene a EGFR continuamente activado.
Esta activacion persistente es crucial para que se produzca un incremento en la
actividad pro-fibrética de TGF-B1C%. Estos autores proponen que, mediante la
produccion de ERO, la Ang Il transactivaria la cascada de EGFR (via
fosforilacién por c-Src) (Figura 4). Esta activaciéon de EGFR independiente de
su ligando llevaria a una induccion de la via de las MAPK y la consiguiente
progresion de la fibrosis tabulointersticial. A su vez, el aumento de la actividad
de TGFB-1 produciria ERO, que activaria a Src produciendo un circulo vicioso

que autoperpetuaria la fibrogénesis renal®?.

6.4 Estado actual de los microARN en la fibrosis renal

Los microARNs son pequefias moléculas (de aproximadamente 22 bases
de largo) de ARN simple cadena, no codificante, que inhiben la traduccién o

facilitan la degradacion de ARN mensajeros (ARNm) diana. Sus secuencias
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codificantes se localizan intra e intergénicamente en el ADN nuclear de la
célula y muchas de estas secuencias tienen sus propios elementos
reguladores, por lo cual acttan como unidades transcripcionales
independientes. Son inicialmente producidos en el nucleo por la ARN
polimerasa Il y Ill a partir de ADN; este transcripto primario es luego procesado
por una RNAasa nuclear, llamada Drosha, transformandolos en pre-miARN.
Luego, a través de la Exportina 5, son trasladados al citoplasma donde los pre-
microARN son procesados por la ARNasa llIl, llamada Dicer, produciendo
microARN doble cadena de 19-24 pares de bases de largo. Estos ARN doble
cadena se separan y una de las cadenas actia como microARN maduro
mientras que la otra se degrada, aunque se ha demostrado que, en ocasiones,
esta ultima puede también funcionar como microARN maduro. Los microARN
maduros son cargados en el complejo de silenciamiento inducido por miARN
(miRISC) donde, al aparearse de manera total o parcialmente complementaria
con su ARNm blanco, silencia la traducciéon de éste ultimo (Figura 5).
Algoritmos informaticos predicen que cada microARN tiene cientos de ARNm
blancos y regulan aproximadamente 60% de los genes codificantes de
protefnas en humanos (ver revisiones “9Y ©7),

Existen una gran cantidad de estudios que muestran que los microARNs
son 6rgano-especificos y que estan involucrados en la génesis de la fibrosis
(ver revision “Y). Particularmente en el rifién, los microARNs son esenciales
para su correcto desarrollo embrionario y homeostasis (ver revisiones “% 4" 48)),
Existen varias familias de microARNs que se han visto implicadas en la fibrosis

renal; entre ellas se destacan miR-21, miR-200, miR-29 y miR-433.

e

1 Exportin 5 ﬂ
re-miRNA
[Drosha | - B

5 ori-miRNAS pre-miRNA l
—— miRNA:miRNA"
miRNA miRNA*
Perfect complementarity Partial complementarity
5-UTR OR _UTR 5.UT 3
‘ TR

Degradation of target mRNA Translational repression

Figura. 5. Sintesis, procesamiento y mecanismo de accion de los microARNs. Son sintetizados a partir de un
molde de ADN y procesados por Drosha. Una vez exportados del nacleo por la Exportina 5, se unen a ARNm
para degradar o reprimir su traduccion. Extraido de Patel y colaboradores “*.
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En cuanto al miR-21, Godwin y colaboradores demostraron que,
inmediatamente después del dafio a riflones murinos provocado por injuria y
reperfusion, los niveles de miR-21 aumentan en las células epiteliales tubulares
49 Ademas, la exposicion de células tubulares epiteliales cultivadas a TGF-B1
induce un aumento en la expresién de este microARN “ 9 mediante la via
canénica mediada por las proteinas Smad ©% de hecho, Zhong vy
colaboradores observaron que el tratamiento con TGF-B1 de células epiteliales
tubulares deficientes del gen Smad3 no afecta los niveles de miR-21,
demostrando el requerimiento de Smad3 para la induccion de miR-21 por
TGF-B1 ®?. Respecto al rol de miR-21 en la fibrosis renal, la sobreexpresion
del mismo induce un aumento en los niveles de proteinas marcadoras de la
fibrosis renal, como son el colageno tipo 1y la fibronectina ©?. In vivo, se ha
demostrado que los niveles de este microARN se ven aumentados en rifiones
de modelos de UOU murinos y que miR-21 se encuentra fundamentalmente
sobreexpresado en células epiteliales tubulares de la corteza renal ®Y. La
inhibicion de miR-21 con anti-miR-21 disminuye el depdsito de colageno y la
infiltracion renal de los macréfagos ©V.

La familia de microRNAs miR-200 consiste en cinco miembros: miR-200a,
miR-200b, miR-200c, miR-429 y miR-141 (ver revisién “Y). Se ha propuesto
gue miR-200 protege a las células tubulares epiteliales de la des-diferenciacion
y del proceso de TEM que se lleva a cabo durante la progresion de fibrosis

renal ©2 5%

. La expresion ectopica de miR-200 en células tubulares renales
brind6 resistencia a la induccion de TEM y, en concordancia, la inhibicion de la
expresion de este micro-RNA por ARN de interferencia suprimié la expresion
de proteinas caracteristicas del fenotipo epitelial y estimulé la expresién de
proteinas del fenotipo miofibroblasitoco por parte de éstas células®®. Asi
mismo, la inyeccion de miR-200b en los uréteres de rifiones de ratas
obstruidos logré disminuir la fibrosis tdbulo intersticial después de 6 dias de la
realizacion de UOU ©®?. Se piensa que el mecanismo molecular mediante el
cual estos microARNSs tienen accidn anti-fibrotica seria la inhibicion directa de
la expresién de dos factores de transcripcion implicados en la TEM, Zebl y
Zeb2 ¥ Estos factores de transcripcion son represores de la expresion de E-

cadherina, una proteina clave para las adhesiones adherentes de las células
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epiteliales ®”. Aparentemente, la via canénica de TGFB-1 es responsable de la
regulacién negativa de miR-200 durante el proceso de fibrosis renal 3 4.

La familia miR-29 consiste en tres miembros: miR-29a, miR-29b-1 y miR-
29b2 y miR-29c, que se expresan abundantemente en los pulmones, corazén y
en los rifiones (ver revision “Y). Qin y colaboradores demostraron el rol anti-
fibrético de esta familia de microARNs luego de someter a ratones a una UOU
y observar una disminucién significativa en la expresion de miR-29 en el rifién,
mientras que en ratones knock-out para el gen Smad3 los niveles de miR-29
aumentan luego de una UOU . Ademas, el incremento en la expresién de
miR-29 reprime la sintesis de colageno | y 1l inducida por TGF-B1 en las
células epiteliales renales en cultivo ®®. Todos estos resultados sugieren que
TGF-B1 inhibe la expresion de miR-29 via Smad3, inhibiendo los mecanismos
anti-fibréticos de este microARN ©.

Por ultimo, Li y colaboradores demostraron que miR-433 participa en un
mecanismo de retroalimentacion positiva de la cascada de sefalizacion de
TGF-B1 durante el proceso de fibrosis renal ®®. Experimentos in vivo e in vitro
demostraron que los niveles de miR-433 aumentan en células epiteliales de los
tubulos renales en respuesta al TGF-f1 y en ratones con fibrosis renal
generada por una UOU®®. De acuerdo a los resultados obtenidos, los autores
postulan que TGF-B1 estimula la expresion de miR-433 via Smad3. Luego de
activada la sefial inducida por TGF-f1, Smad3 se una al promotor del gen miR-
433y activa su expresion®®. A su vez, miR-433 potencia la via de sefializacién
de TGF-B1 mediante la represion de la expresiéon de Azin 1, un potente
represor de la antizima que inhibe la sintesis de poliaminas ©®. La inhibicién de
la sintesis de poliaminas induce la expresion de TGF-B1, sus receptores
(TGFBRI' y TGFBRII) y Smad3, de modo que miR-433 crea un feedback
positivo y aumenta la expresion de TGF-B1, amplificando su sefial como

sucede en la etapa crénica de la enfermedad renal ©®.

6.5 La proteina antienvejecimiento Klotho y su papel en la fibrosis renal
del rindn envejecido

Los modelos hasta ahora mencionados en los estudios de las cascadas
moleculares que modulan la fibrosis renal, se basan en la induccion de la ERC
a través de distintos mecanismos patogénicos (modelos de diabetes,

hipertension y UOU). Sin embargo, la fibrosis renal también es un fendmeno
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del envejecimiento y, como tal, es importante conocer qué mecanismos
vinculan a ambos sucesos. El envejecimiento es un fendbmeno complejo que
resulta de una interaccién entre factores genéticos y ambientales ©”. Dentro
de los factores genéticos, se ha identificado al gen Klotho como un gen anti-
envejecimiento, que codifica para una proteina con efectos pleiotrépicos. Este
gen fue descubierto por Kuro-o y colegas en 1997 al revelar que la inhibicion de
la expresion de este gen conlleva a fenotipos de envejecimiento prematuro en
ratones ®®. En el 2005, los mismos autores demuestran que la sobreexpresion
de Klotho en ratones transgénicos puede extender su expectativa de vida,
sugiriendo que Klotho funciona como un supresor del envejecimiento en
mamiferos ©%. La deficiencia de Klotho aumenta la susceptibilidad al dafio
renal debido a un atraso en la recuperacion luego de una injuria, induciendo
fibrosis renal ©®. En comparacién con los ratones wild type, los rifiones de
ratones knock-out para el gen Klotho que sufrieron una UOU presentan altos
niveles de TGF-B1 acompafados por un aumento en la expresion de los
marcadores miofibroblasticos a-SMA, PAI-1 y fibronectina, asi como depdsitos
de fibrina glomerular y tubulointersticial ©?.

La familia de proteinas Klotho consiste en tres proteinas transmembrana
(a—, B—y y— Klotho). Especificamente, a-Klotho se expresa predominantemente
en las células epiteliales del tibulo contorneado distal y con menor abundancia
en las células del tubulo contorneado proximal. Klotho se compone de tres
dominios: un dominio extracelular, un domino transmembrana y un dominio
intracelular. ElI dominio extracelular puede ser clivado por las proteasas de
membrana de la familia ADAM (ADAM, A Desintegrin And Metalloproteinase),
lo cual hace que Klotho exista en dos isoformas: una secretada, actuando a
modo de hormona y produciendo efectos sistémicos, y otra transmembrana,
gue actua como correceptor del factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF
23, Fibroblast Growth Factor 23) (por revision ©7).

En lo que respecta a la fibrosis renal, Haruna y colaboradores observaron
gue si a ratones con glomerulonefritis se le inducia la sobreexpresion de
Klotho, disminuia la fibrosis tibulointersticial ®. En 2010, Doi y colaboradores
observaron en cortes histolégicos de rifiones de ratones sometidos a una UOU
gue la administracion exdgena de Klotho soluble también disminuye la fibrosis

(62)

tubulointersticial . A nivel molecular, la administracion exdégena de Klotho
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soluble inhibe la expresion de proteinas marcadoras del fenotipo

miofibroblastico, como son la a-SMA vy el colageno tipo 1 ©?

. En principio,
Klotho soluble es capaz de inhibir la cascada de sefializacion de TGF-31
mediante la union a al receptor TGFBRII, impidiendo la formacion del complejo
TGFBRII-TGFBRI (Figura 4) e inhibiendo la TEM observada en los procesos de
fibrosis renal . Sin embargo, los autores destacan que Klotho no solamente
actla sobre la via de sefializacion de TGF-B1, sino también es capaz de inhibir
otras cascadas moleculares que estimulan la TEM, planteando la existencia de
un sinergismo entre las distintas cascadas moleculares durante el proceso de

fibrosis renal ©2.

7. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA LA FIBROSIS RENAL
Durante muchos anos se ha estudiado los mecanismos involucrados en la

fibrosis renal y, en base a estos conocimientos, se ha intentado encontrar una
terapia para detener su progresion. A pesar de estar lejos de una cura
completa, hay varios estudios que han demostrado terapias moleculares
efectivas en disminuir la fibrosis; entre las mas destacados se encuentran el
bloqueo de la cascada de sefalizacion de TGF-B1, los inhibidores de la enzima
convertidora de Ang Il (IECA), el uso de los microARNs como blancos y la

activacion del gen Klotho.

7.1 Blogueo de la via de senalizacion de TGF-1

A pesar de haber una gran variedad de moléculas implicadas en el
proceso de la fibrosis, es indiscutible que la via canonica de sefalizacion TGF-
B1 juega un rol primordial. En un estudio (en fase 1) realizado por Trachtman y
colaboradores, se bloqued esta via de sefalizacion mediante un anticuerpo
monoclonal que neutraliza la forma activa de TGF-1, llamado Fresolimumab,
registrandose un enlentecimiento en la progresién de la fibrosis renal ©.
Durante el estudio, se le administr6 una uUnica dosis de Fresolimumab a
pacientes con resistencia al tratamiento de la glomeruloesclerosis focal y
segmentaria, observandose que 3 de los 16 pacientes del estudio tuvieron una
disminucién significativa de su proteinuria, presentando solamente efectos
secundarios de intensidad leve a media ©®. Los autores proponen un futuro

estudio que, con un numero mayor de pacientes conjuntamente con la
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administracion de mas de una dosis del farmaco, podria obtener mejores
resultados ©.

En otro estudio realizado por Park y colaboradores, se investigé el efecto
del clorohidrato de glucosamina en ratones con una UOU, con el fin de atenuar
la sefial de TGF-p1 ©¥. La glucosamina es un glucosaminoglicano que se
encuentra en el cartilago y fluido sinovial y es muy utilizada como tratamiento
contra la artritis por sus efectos protectores en los cartilagos. Los autores
utilizaron la glucosamina para inhibir la N-Glicosilacion del receptor TGFRRII,
inhibiendo de este modo su uniéon con TGF-B1. Los resultados demostraron
gue la glucosamina inhibe de manera significativa el aumento de a-SMA, del
colageno tipo 1y la fibronectina en las células que fueron tratadas con TGF-$31
y en los ratones sometidos a una UOU. Park y sus colaboradores concluyeron
gue la glucosamina bloquea de manera eficaz la cascada de sefializacion de
TGF-B1 y sugieren su potencial uso en la clinica como para prevenir la fibrosis

renal ©9,

7.2 Terapias anti-angiogénicas

El aumento en la actividad del eje SRAA resulta en hipertension arterial y
glomerular, causando dafio en el parénquima y contribuyendo con la patogenia
de la fibrosis renal. Debido al rol importante que cumple el eje SRAA en la
fisiopatologia de la fibrosis renal, se ha estudiado el efecto de Inhibidores de la
Enzima Convertidora de la Ang Il (IECA) como terapia para la fibrosis renal ©®.
En un estudio realizado por Mizobuchi y colaboradores se observé un resultado
muy beneficioso al enlentecer el proceso de fibrosis renal con Enalapril, un
IECA ampliamente utilizado ©®. Al inhibir la cascada de sefializacién de la Ang
II, el Enalapril disminuye indirectamente la via de TGF-B1 aplacando sus
efectos pro-fibréticos. A pesar de que hoy en dia el tratamiento de la fibrosis
con Enalapril es muy utilizado, no se ha logrado un cambio en el curso de la
enfermedad, la cual progresa, aunque mas lentamente, hasta terminar su
etapa final caracterizada por expansion de la matriz, fibrosis intersticial, atrofia

tubular y glomeruloesclerosis ©®.

7.3 MicroARNSs: posibles blancos terapéuticos contra la fibrosis renal

Como mencionamos anteriormente, algunos microARNs son capaces de

modular la fibrosis renal y varios estudios plantean su posible uso como blanco
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de accion para una terapia Y. Un estudio reciente presentado por Chung y
colaboradores propone que, tanto la sobreexpresion de miR-29, asi como la
inhibicion de miR-21, podrian servir como futuras terapias contra la fibrosis
renal ®”. Ambos microRNAs son regulados directamente por Smad3 luego de
la activacion de la via candnica de TGF-B1; mientras que el miR-29 anti-
fibrético es inhibido por Smad3 ©®, el miR-21 con accién pro-fibrética es
activado por este factor de transcripcién ®». Ademas, Chung y colaboradores
exploran el papel de Smad7, un inhibidor del complejo Smad2/Smad3, en el
proceso de fibrosis renal; también investigan como la sobreexpresion del
mismo bloquea la inhibicién de miR-29 e inhibe la estimulacién de miR-21 ©”,
Concordantemente, la degradacion de Smad7 activa la sefial de TGF-B1 e
inhibe y reprime miR-21 y miR-29, respectivamente ©”

Otro de estudio plantea la inhibicion de la expresion de miR-433 por

®6) | os

ultrasonido para reprimir la cascada de sefializacion de TGF-B1
resultados observados son positivos, mostrando una inhibicion del circuito de
retroalimentacion de la via TGF-B1 conjuntamente con una disminucién en los
niveles de colageno tipo |, fibronectina y a-SMA en células, sugiriendo que el
bloqueo de la accion de miR-433 podria servir como una futura terapia para

detener la fibrosis renal ©?.

7.4 Activacion del gen Klotho para prevenir la fibrosis renal

La administracion exdgena de la proteina Klotho a ratones protege al
rifdn de la injuria por isquemia-reperfusion y de esta manera cambia la
direccion de la enfermedad renal crénica ©?. Ademéas, aumentando los niveles
de Klotho endégeno al doble de su valor normal en el plasma, se logra proteger
al rindbn de los efectos de un evento de isquemia-reperfusion, de una
glomerulonefritis y de la ERC ©? sugiriendo que la estimulacién de la
expresion del gen Klotho podria servir como terapia para impedir el avance de
la fibrosis renal. Con esta idea se han estudiado varios factores capaces de
aumentar la actividad de Klotho en el rifidn, entre ellos se encuentran: la
activacion de receptores gamma por los peroxisoma ©®, restriccion del fosfato
urinario y vitamina D que forman un circuito de retroalimentacién positiva®® e
inhibir el eje Ang Il que bloguea el receptor AT1 que favorece la estimulacién

de Klotho disminuyendo el estrés oxidativo .
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8. CONCLUSION
La enfermedad renal crénica es la consecuencia final de varias

patologias renales, cuya incidencia va en aumento debido en parte al
envejecimiento de la poblacion a nivel mundial. Los principales cambios
histolégicos del riibn que se observan en los modelos renales de
envejecimiento tisular son la glomeruloesclerosis y la fibrosis tubulo intersticial.
Dado el caracter evolutivo a la falla renal terminal que presenta la fibrosis renal,
se hace necesario el estudio de su patogenia y las distintas formas de influir en
ella para detener o enlentecer este proceso. La fibrosis renal podria verse no
s6lo como el depodsito de matriz extracelular en el intersticio sino también como
producto de una serie de transformaciones celulares que genera un circulo
Vicioso que perpetua la fibrosis. Es interesante el estudio del reclutamiento y la
activacion de fibroblastos, paso fundamental en la formacion de fibrosis
tubulointersticial. De las vias moleculares implicadas en estos procesos, la via
TGF-B1/ Smad es la mas estudiada en el proceso de fibrosis renal. Esta via,
junto con su interaccion con otras como la de la Ang Il y el EGFR, promueve la
expresion de genes profibroticos. Estas interacciones hacen de la base
molecular de este proceso, una compleja red de vias de sefalizacion, cuyo
estudio detallado es necesario para la creacién de terapias que puedan
enlentecer la fibrosis. A pesar de haber varios estudios que prueban la utilidad
de terapias como los IECA y anticuerpos monoclonales anti TGF-B1, todavia se
sigue investigando para poder hallar una terapia realmente efectiva.
Destacamos que muchos de los modelos de fibrosis renal utilizados por
las diversas investigaciones para su estudio molecular fueron modelos de
fibrosis desencadenada por situaciones patolégicas, las cuales, si bien
acompafan frecuentemente al envejecimiento, no siempre estan presentes.
Creemos que utilizar modelos mas representativos del envejecimiento tisular
junto con el estudio de la proteina Klotho, caracterizado como la proteina
“antienvejecimiento” podria permitir una mejor aproximacién respecto al efecto

del envejecimiento tisular en la fibrosis tabulointersticial renal.
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