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Introduccion

1.  VARIABLES BIOLOGICAS EN EL HIPERTIROIDISMO.
MANIFESTACIONES CARDIOVASCULARES Y RENALES

1.1. Funcién cardiovascular

1.1.1. Cambios hemodinamicos

Las alteraciones tiroideas se acompafian de cambios importantes en la hemodindmica y
en la funcion cardiaca (Klein y Ojamaa, 1995; Larsen y cols., 1998; Klein y Ojamaa,
2001). Se producen alteraciones en la regulacion de la presién arterial sistémica tanto en
el hipo como en el hipertiroidismo en humanos y animales (Klein y Ojamaa, 1995;
2001; Larsen y cols., 1998).

El hipertiroidismo produce una circulacion hiperdinamica con incremento del gasto
cardiaco, frecuencia cardiaca y disminucion de las resistencias periféricas, mientras el
hipotiroidismo crénico tiene un bajo gasto cardiaco, bradicardia y aumento de las
resistencias periféricas (Klein y Ojamaa, 1995; Larsen y cols., 1998). Ademas, el
hipertiroidismo acelera (Vargas y cols., 1988), mientras el hipotiroidismo previene y
revierte algunos modelos experimentales de hipertension (Vargas y cols., 1988;
Andrade y cols., 1992).

El hipertiroidismo esta asociado con un aumento del volumen sanguineo, y a la inversa
ocurre con el hipotiroidismo (Graettinger y cols., 1957; Anthonisen y cols., 1960). La
eritropoyesis y los niveles de eritropoyetina en suero varian directamente con los
cambios en los niveles de T, en suero.

Una de las respuestas cardiovasculares mas tempranas a la administracion de la
hormona tiroidea es una disminucion de la resistencia vascular periférica (Klein y
Ojamaa 1995; Larsen y cols., 1998; Klein y Ojamaa, 2001). Esto se ha observado en

pacientes hipotiroideos asi como en animales eutiroideos después de la administracion
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aguda de la hormona tiroidea. El hipertiroidismo puede estar asociado con un 50% de
caida en la resistencia vascular sistémica (RVS) (Graettinger y cols., 1959; Anthonisen
y cols., 1960). Una resistencia vascular reducida podria considerarse por un aumento de
la vasculatura y/o alteraciones en el mecanismo del control vascular favoreciendo una
mayor vasodilatacion. Se ha visto que el hipertiroidismo esta asociado con un mayor
namero de capilares en los masculos de humanos (Celsing y cols., 1986) y ratas (Capo y
Sillau, 1983). El aumento de la densidad capilar puede estar acompafado en paralelo
por un aumento en el nimero de vasos arteriales de resistencia que podria reducir la
resistencia vascular. La liberacion local de vasodilatadores en tejidos periféricos
asociados con el hipertiroidismo podria causar dilatacion de los vasos de resistencia
(Blussemaker y cols., 2003). Una hipotesis alternativa involucra la propiedad de la
hormona tiroidea de reducir directamente el tono arteriolar del masculo liso en vasos de
conduccion y de resistencia (Ichikawa y cols., 1994; Zwaveling y cols., 1997). También
se ha observado en vasos sanguineos periféricos de animales que el blogueo de los B-
receptores invierte la bajada de la resistencia vascular periférica mediada por la T3 y
anula el incremento del gasto cardiaco (Kapitola y Vilimovska, 1981). Es mas, que este
aumento del flujo sanguineo en el hipertiroidismo pueda ser abolido parcialmente por la

atropina, hace pensar en una respuesta vasodilatadora mediada por catecolaminérgicos.

1.1.2. Hipertrofia cardiaca

El estado hipertiroideo se asocia a una hipertrofia cardiaca (Klein y Ojamaa, 1995;
Garcia del Rio y cols., 1997; Rodriguez-Gomez y cols., 2003). La hormona tiroidea
podria promover el desarrollo de una hipertrofia cardiaca, bien por un efecto directo en

la sintesis de la proteina de miocardio, y/o indirectamente a través de cambios en el
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gasto cardiaco (Klein y Hong, 1986; Klein, 1990). El hipertiroidismo aumenta el gasto
cardiaco y la frecuencia cardiaca basal, y estudios realizados en cultivos de células
sugieren que los efectos de la T4 en el corazon estan mediados por efectos directos de la
T, en el metabolismo proteico (Sanford y cols., 1978).

El hipertiroidismo produce hipertension arterial y un incremento de la tasa peso del
corazon/peso corporal (PC/PCF), una medida de la hipertrofia ventricular relativa.
Ademas, el tratamiento con T4 no afecta o reduce la tasa peso ventriculo
izquierdo/ventriculo derecho (VI/VD) (Gerdes y cols., 1987; Rodriguez-Gémez y cols.,
2005). Por lo tanto, ambos pesos ventriculares, aumentaron con el tratamiento tiroideo
en animales, pero la masa ventricular derecha aumenté més que la masa ventricular
izquierda. Esta observacion contrasta con el aumento de la tasa VI/VD normalmente
observada en otros tipos de hipertension, y puede ser debida a que el hipertiroidismo
produce una circulacion hiperdindmica, un tipo de hipertrofia cardiaca secundaria a
sobrecarga de volumen (Klein y Ojamaa, 1995) (Tabla 1).

Se ha observado que cuando el propanolol se administra simultineamente con Ty,
ambas respuestas, frecuencia e hipertrofia cardiaca, se previenen (Klein, 1990). Sin
embargo, Gerdes y cols. (1987), mostraron que el propranolol modifica las dimensiones
del miocito en ratas eutiroideas e hipertiroideas, pero no previene la hipertrofia cardiaca
inducida por la hormona tiroidea, y este grupo (Gerdes y cols., 1987) también mostrd
que el propranolol no previene la hipertrofia cardiaca y necrosis celular multifocal en la
rata con hipertiroidismo crénico.

Uno de los factores que contribuyen directamente, o junto con la elevada presion arterial
(PA), al desarrollo de hipertrofia cardiaca es el sistema renina angiotensina (SRA)
(Dahlof, 1988; Morgan y Baker, 1991, Vargas y cols., 2011). La hormona tiroidea induce

hipertrofia cardiaca junto con aumentos en la expresion cardiaca del ARNm de renina,
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renina cardiaca y angiotensina Il (ANG I1) cardiaca (Kobori y cols., 1997; Kobori y cols.,
1998). Estos autores, sugirieron que el SRA local juega un papel primario en el
desarrollo de la hipertrofia cardiaca inducida por el hipertiroidismo, y este mismo grupo
(Kobori y cols., 1997) observé que la administracion de inhibidores del sistema renina-
angiotensina suprimidé el SRA cardiaco, sugiriendo que contribuye al retroceso de la
hipertrofia cardiaca en el estado hipertiroideo. Después, Basset y cols. (2001) también
observaron que el tratamiento cronico con valsartan, un antagonista del receptor tipo 1
de la ANG II, previno el desarrollo de la hipertrofia del ventriculo izquierdo asociado
con tirotoxicosis. Y Asahi y cols. (2001), observaron que el cilazapril y propranolol
disminuyeron la presion arterial en la misma magnitud en ratas hipertiroideas, pero sélo
el cilazapril redujo la hipertrofia cardiaca. Sin embargo, el bloqueo cronico de la enzima
convertidora de angiotensina (Garcia del Rio y cols., 1997) o AT, (Rodriguez-Gomez y
cols., 2003) no altera significativamente la hipertrofia ventricular relativa tanto en ratas
normotensas (Bedotto y cols., 1989) como en hipertensas (Garcia del Rio y cols., 1997;
Rodriguez-Gomez y cols., 2003) hipertiroideas, indicando que el SRA circulante no
juega un papel esencial en este tipo de hipertrofia cardiaca.

Otras observaciones indican que la hipertrofia ventricular en el hipertiroidismo no esta
relacionada con la presion arterial. Asi, aumentos en la presion arterial inducidos por
NC-nitro-L-arginina metilester (L-NAME) (Klein y Ojamaa, 1995) o reducciones
producidas por losartan (Rodriguez-Gomez y cols., 2003) en ratas hipertiroideas no
modifican la hipertrofia ventricular. Estos datos indican que la hipertrofia cardiaca en el
hipertiroidismo no esta relacionada con la presion arterial. En este sentido, Bedotto y
cols. (1989), también observaron que la hipertrofia cardiaca producida por la hormona
tiroidea es independiente de la sobrecarga cardiaca. Podria proponerse que un efecto

trofico directo de las hormonas tiroideas en el corazon puede ser el responsable de la
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hipertrofia cardiaca en el hipertiroidismo. En apoyo a esta propuesta, estudios realizados
en cultivos de cardiomiocitos han demostrado que la hormona tiroidea controla

directamente la expresion génica y factores de crecimiento (Morgan y Baker, 1991).

Tabla 1. Variables hemodindmicas en el hiper e hipotiroidismo experimental

Hipertiroidismo  Hipotiroidismo

Variables morfoldgicas
Peso Corporal J J
Peso Tiroideo J T
Peso ventricular 0 d
Peso Renal 0 &
Peso ventricular/peso corporal T J
Peso renal/peso corporal T d
Ventriculo izquierdo/ventriculo 3 -

Variables Hemodindmicas
Presion arterial 0 J
Volumen sanguineo 0 &
Gasto cardiaco T J
Resistencia periférica total J 0
Frecuencia cardiaco T N
Presion de pulso T 3

2. Funcién renal

1.2.1 Masa renal y manejo del sodio renal

Existe evidencia que sustenta que el hipotiroidismo disminuye y el hipertiroidismo
aumenta el peso del rifién relativo al peso corporal. Este mecanismo no esta
completamente claro, pero parece que participa el SRA.

Las alteraciones tiroideas tienen importantes efectos en la funcion renal y en el
metabolismo hidrosalino (Michael y cols., 1972; Bradley y cols., 1974, Emmanuel y

cols., 1974). El hipotiroidismo inducido por tiroidectomia 0 medios quimicos genera un
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aumento de diuresis y natriuresis en condiciones basales (Michael y cols., 1972; Bradley
y cols., 1974; Emmanuel y cols., 1974), después de una expansién salina (Taylor y
Fregly, 1964; Holmes y DiScala, 1970) o en condiciones de restriccién de sodio (Taylor
y Fregly, 1964). Esta natriuresis sugiere que puede ser un mecanismo por el cual el
hipotiroidismo previene la hipertension arterial experimental (Bradley y cols., 1974).
Sin embargo, otros autores fueron incapaces de detectar un aumento en la excrecion de
sodio en ratas hipotiroideas tratadas con metimazol en las mismas condiciones descritas
anteriormente (Vargas y cols., 1991). Ademas, la excrecion normal de sodio y agua en
ratas hipotiroideas en un estudio de presion-diuresis-natriuresis (Vargas y cols., 1994),
demuestra que el hipotiroidismo inducido por metimazol no puede ser considerado un
sindrome de pérdida de sal. Estos resultados también indican que la hipotension arterial
inducida por el estado hipotiroideo no se acompafia por un desplazamiento a la
izquierda de la curva presion-diuresis-natriuresis, como predice la teoria de Guyton
sobre la regulacion de la presion arterial. La diferencia de los resultados de nuestro
grupo con otros autores puede ser debida a los diferentes protocolos usados, como
cambios en la duracion del hipotiroidismo, uso del anestésico (Michael y cols., 1972) y
el uso de expansiones con el mismo volumen que en las ratas control (Stephan y cols.,
1964), sin tener en cuenta el reducido peso corporal de las ratas hipotiroideas. Por otro
lado, otros autores tampoco encontraron una elevacion en la diuresis o natriuresis (Katz
y Lindheimer, 1973; Emmanuel y cols., 1974) en ratas hipotiroideas. También se ha
observado en ratas hipotiroideas una reduccion en la capacidad de concentrar la orina
(Holmes y DiScala, 1970; Michael y cols., 1972). Sin embargo, nuestro grupo observé
que, la capacidad de concentracion, no disminuyd en ratas tratadas con metimazol

(Vargas y cols., 1991); mientras, que las ratas hipertiroideas mostraron un incremento
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en la capacidad de concentrar la orina después de la privacion de agua (Vargas y cols.,
1991).

Mientras que en el hipotiroidismo se han estudiado extensamente los efectos en la
funcién renal, en el hipertiroidismo hay menos datos acerca de su efecto, donde se ha
visto una tendencia hacia la retencion de sodio. Asi, la excrecion absoluta y fraccional
de sodio disminuyo en ratas hipertiroideas en condiciones normales (Katz y Lindheimer,
1973), observandose también una reducida natriuresis después de sobrecargas salinas
isotonicas e hipertonicas (Vargas y cols., 1991). Ademaés, las ratas hipertensas
hipertiroideas también muestran un desplazamiento en la respuesta presion-diuresis-
natriuresis hacia presiones mas altas (Vargas y cols., 1994). Este desplazamiento es
debido a una disminucion en la carga filtrada de sodio y a un aumento en la reabsorcion
tubular de sodio. La consecuencia de estos cambios en la relacion presion-natriuresis es
que la presion de perfusion renal tendria que ser elevada en ratas hipertiroideas para
lograr la misma excrecion de sodio que las controles. Estas observaciones coinciden con

los resultados en otros modelos experimentales de hipertension (Guyton, 1980).

1.2.2. Flujo sanguineo renal y tasa de filtracion glomerular

Tanto para el flujo sanguineo renal (FSR) como para la tasa de filtracién glomerular
(TFG) se han observado resultados contradictorios tanto en pacientes hipertiroideos
(Ford y cols., 1961; Cutler y cols., 1967), como en el hipotiroidismo humano y de ratas
(Taylor y Fregly, 1964; Michael y cols., 1972; Emmanuel y cols., 1974). Estas
diferencias pueden ser debidas a que tanto el FSR como la TFG, en algunos estudios, no
estaban relacionados con el peso del rifion, especialmente en ratas hiper e hipotiroideas

que tienen mayor y menor tamafo renal, respectivamente, que las ratas controles. En
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este sentido, Fregly y cols. (1962), mostraron que cuando se relacionaban FSR y TFG al
tamarfio del rifidn, las ratio eran las mismas que los controles. Varias observaciones de
nuestro grupo indican que el aclaramiento de creatinina, en ratas conscientes,
relacionado con el peso del rifion, disminuye con la administracion de tiroxina de forma
relativa al tiempo de induccién del hipertiroidismo y de la dosis de T, empleada (Vargas
y cols., 1994; Garcia-Estafi y cols., 1995; Rodriguez-Gémez y cols., 2003; Rodriguez-

Gomez y cols., 2005).

1.2.3 Proteinuria

Se ha demostrado en varios trabajos que las ratas hipertiroideas promueven una
proteinuria aumentada en consonancia con la presencia de proteinuria descrita en los
pacientes con la enfermedad de Grave (Weetman y cols., 1985). Esta alteracion no esta
relacionada con la presion arterial, ya que una terapia antihipertensiva no es capaz de
reducir la proteinuria (Rodriguez-Gémez y cols., 2003). La proteinuria parece también
no estar relacionada con la actividad del SRA (Rodriguez-Gémez y cols., 2003). Estas
observaciones sugieren que la proteinuria en el estado hipertiroideo puede estar
producida por una accion directa de las hormonas tiroideas, aumentando la
permeabilidad de la barrera glomerular. En este contexto, Tanwani y cols. (2002),
aportaron datos de una posible asociacién entre los pacientes tirotdxicos y un sindrome
nefrético atribuible a una nefropatia de cambios minimos, una entidad clinica definida

por una proteinuria que ocurre en ausencia de lesion en la pared capilar glomerular.
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1.3. Estrés oxidativo en el hipertiroidismo

Algunas evidencias indican que el hipertiroidismo en humanos y en animales cursa con
un incremento del estrés oxidativo (Venditti y cols., 1997; Tapia y cols., 1999;
Sewerynek y cols., 2000; Fernandez y cols., 2002).

Las hormonas tiroideas desempefian un papel esencial en el metabolismo energético del
organismo. El desarrollo de un estado hipertiroideo en mamiferos conduce a un
aumento significativo de su metabolismo basal, caracterizado por un aumento en el
consumo total de oxigeno de los tejidos diana, efecto conocido como calorigénesis
tiroidea. La induccion del hipertiroidismo experimental en la rata produce incrementos
en la actividad de enzimas hepaticas involucradas en procesos de 6xido-reduccion. A
nivel mitocondrial, microsomal y peroxisomal, aumenta la generacion de especies
reactivas de oxigeno (EROs), como el anién superoxido (O) y/o el peroxido de
hidrégeno (H,0,), y a nivel citoplasmatico aumenta la generacion de especies reactivas
derivadas del nitrégeno (ERNSs), como el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO")
(Fernandez y col., 1997; Tapia y cols., 1999), siendo, éste ultimo, un potente oxidante
que participa en la oxidacion de grupos sulfidrilos, de lipidos y la nitracion de residuos
de tirosina, y en altas concentraciones es sumamente toxico (Beckman y Koppenol,
1996; Combes y cols., 2001). Ademés puede oxidar de forma no enzimatica al acido
araquidonico y liberar F,-isoprostano que ejerce una potente vasoconstriccion y efectos

antinatriuréticos (Roberts y Morrow, 1997).
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1.4 Oxido nitrico en la disfuncién tiroidea

1.4.1 Oxido nitrico sintasa (NOS)

La actividad de la NOS esta regulada principalmente en los tejidos relacionadas con el
control de la presion sanguinea en ratas con hipertiroidismo (Moncada y cols., 1991). El
mecanismo responsable del aumento de la actividad de la NOS en ratas hipertiroideas
no se conoce Yy varios factores pueden participar solos 0 en combinacion. Esto podria
deberse a un efecto directo de las hormonas tiroideas; asi, la estimulacion de la
actividad de la NOS a través de la generacion de una sefial no genémica (10 a 30 s) se
ha observado en sinaptosomas preparados a partir de la corteza cerebral de adultos
después de la adicion de T3 (Chakrabarti y Ray, 2000), la actividad de la NOS también
puede estar aumentada en respuesta a la presion sanguinea elevada de estos animales
(Vaziri y cols., 1998), o a la liberacion aumentada de sustancias vasoactivas como la
angiotensina Il (Hennington y cols., 1998) o endotelina (Hirata y cols., 1995), que
incrementan la produccion de NO y estdn aumentadas en ratas hipertiroideas. Por
ultimo, también puede participar el mecanismo del estrés de rozamiento inducido por la
circulacion hiperdindmica de estos animales. El estrés de rozamiento regula la expresion
de la NOS (Xiao y cols., 1997) y se ha descrito un elemento de la supuesta respuesta al
estrés de rozamiento en la secuencia del gen promotor de la NOS (Marsden y cols.,
1993). Se ha demostrado una regulacion al alza de la NOS constitutiva en la aorta de
otras enfermedades que cursan con circulacion hiperdinamica, como la cirrosis hepética
y la anemia por deficiencia de hierro (Ni y cols., 1997).

La actividad de la NOS en los tejidos de ratas hipotiroideas muestra un patron
heterogéneo, lo cual es dificil de conciliar con una explicacion comin o una hipotesis,

aungue puede ser el resultado de cambios en la expresion de las diferentes isoformas de
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la NOS, o incluso relacionado a cambios en la actividad de la NOS de las fracciones
subcelulares. De hecho, se ha demostrado recientemente que la NOS mitocondrial del
musculo esquelético y del higado estd aumentada en el hipotiroidismo e inversamente
correlacionada la T3 sérica, mientras que en los tejidos neuronales el hipotiroidismo se
asocia a una reduccion de la actividad de la NOS (Ueta y cols., 1995).

El aumento y la disminucién de la actividad de la NOS en la aorta de ratas hiper e
hipotiroideas respectivamente, debido a la importancia del NO en el control del tono
vascular (Moncada y cols., 1991), sugiere que esta alteracion puede jugar un papel en
los cambios en la resistencia vascular periférica total (RPT) previamente demostrada en
estos animales. Estos datos concuerdan con la respuesta aumentada y disminuida a la
acetilcolina, el vasodilatador dependiente del endotelio, en rifiones perfundidos y en
aortas aisladas de ratas hiper e hipotiroideas, respectivamente (Letizia y cols., 1997).

El NO de la médula renal juega un papel importante en la regulacién de la excrecion de
sodio y agua y por lo tanto en el control de la presion sanguinea (Romero y cols., 1992).
Los valores normales en la actividad de la NOS medular en nuestras ratas hipotiroideas
indican que la médula tiene una capacidad suficiente para sintetizar NO, lo cual
concuerda con el manejo normal de sodio de las ratas hipotiroideas en condiciones
normales (lwata y Honda, 2004). La actividad aumentada de la NOS en la corteza renal
de ratas con hipertiroidismo puede ser secundaria a la circulacion hiperdindmica de
estos animales, ya que la actividad de la NOS cortical se produce principalmente por la
NOS endotelial constitutiva (Mattson y Higgins, 1996).

Los niveles similares de la actividad de la NOS en la corteza y en la médula renal de
nuestras ratas hipertiroideas pueden producir un defecto en la produccion del NO en la
médula renal, que podrian participar en la falta de respuesta de la diuresis- natriuresis de

presion de estos animales (lwata y Honda, 2004).
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La actividad de la NOS en el ventriculo izquierdo de ratas con hipertiroidismo fue dos
veces mayor que en los controles. Esta alteracién podria ser secundaria a la presion
sanguinea elevada de estas ratas en lugar de ser causada por la circulacion
hiperdinamica o la frecuencia cardiaca aumentada, ya que la actividad de la NOS en el
ventriculo derecho fue similar a las controles.

El aumento de la actividad de la NOS en los tejidos cardiovascular y renal de las ratas
hipertiroideas est& de acuerdo con los resultados publicados en otros tejidos. Un estudio
utilizando hibridacion histoquimica cuantitativa in situ con un oligodesoxinucleétido
especifico, mostr6 que el hipertiroidismo inducido por la T3 duplicé la prevalencia de la
transcripcion del gen de la NOS en los nucleos paraventricular (PVN) y supradptico
(SON), mientras que el hipotiroidismo produjo una reduccién altamente significativa en
la transcripcion de los genes de la NOS en el PVN y SON (Ueta y cols., 1995).
Fernadndez y cols. (1997) demostraron que el hipertiroidismo produce un aumento
significativo y reversible en la actividad de la NOS en el higado de la rata. La expresion
del gen de la Oxido nitrico sintasa del hipotadlamo estd regulado por las hormonas
tiroideas y la regulacion al alza de las transcripciones de genes de la NOS inducida por
el estimulo osmético de la sobrecarga de sal cronica fue significativamente atenuada por

el hipotiroidismo inducido por el propiltiouracilo.

1.4.2. Efectos del bloqueo de la NOS en el hipertiroidismo

Se sabe que el 6xido nitrico juega un papel importante en la regulacion del tono

vascular y la excrecion renal de sodio (Romero y cols., 1992; Cowley y cols., 1995) vy,

en consecuencia, de la presion arterial (Moncada y cols., 1991). De este modo, tanto la
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administracion aguda o cronica de inhibidores de la NOS aumentan la presién arterial
sistémica. (Fernandez y cols., 1997).

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que las ratas tratadas con T, se vuelven
hipertensas tras la inhibicion parcial de la NOS con una dosis de L-NAME, un inhibidor
no especifico de la NOS, que en ratas controles no modifico la presion arterial. Varios
mecanismos o conjuntos de mecanismos pueden participar en la sensibilidad aumentada
al bloqueo parcial de la NOS en ratas hipertiroideas. Muchos estudios (Moncada y
cols., 1991; Fernandez y cols., 1997) proporcionan evidencia de que la circulacién
hiperdinamica del hipertiroidismo se acompafia de un aumento en la produccion de NO.
La anemia (Ni y cols., 1997) y la cirrosis hepatica también se asocian con circulaciones
hiperdinamicas y la produccién aumentada de NO; las ratas con cirrosis también
muestran una respuesta presora incrementada al NO. Estas observaciones indican que la
respuesta presora incrementada al L-NAME en ratas hipertiroideas puede ser secundaria
a una produccién aumentada de NO, que puede tener un importante papel homeostatico
en estos animales.

Estd bien documentado que el bloqueo del NO aumenta la respuesta a
vasoconstrictores, sobre todo en los vasos de resistencia (Marsden y cols., 1993), y este
efecto es mayor en las ratas hipertiroideas (Ganong, 1982); este mecanismo puede
aumentar la resistencia periférica y por lo tanto, aumentar la PA. Mas aln, el
hipertiroidismo afecta el manejo renal de sodio en las ratas (lwata y Honda, 2004),
reduce la excrecion de sodio después de una sobrecarga salina, y disminuye la respuesta
de presion-diuresis-natriuresis (lwata y Honda, 2004). Estos efectos antinatriuréticos
puede ser agravados por deficiencia de NO (Romero y cols., 1992) y contribuir al

desplazamiento hacia la derecha de la curva de diuresis-natriuresis de presion.
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La hipertension causada por la administracion cronica de T, mas la dosis supresora de
L-NAME es atenuada por la administracion de losartan, lo que indica que el SRA juega
un papel importante en este tipo de hipertension (Grassby y McNeill, 1988). Un estudio
reciente llevado a cabo por nuestro grupo (datos no publicados) proporciona evidencia
de que la actividad aumentada de la NOS podria desempefiar un papel protector
homeostatico en el hipertiroidismo contra los efectos prohipertensivos de la hormona
tiroidea.

El oxido nitrico puede ser generado por la actividad neuronal (nNOS), inducible
(iNOS) y endotelial (eNOS). Estas isoformas de la NOS estdn ampliamente distribuidas
en los 6rganos relacionados con el control de la presion arterial y en el rifion de ratas
normales (Grassby y McNeill, 1988), por lo que han sido implicados en la regulacion de
la excrecion de sodio y la presion sanguinea. Por lo tanto, también estudiamos los
efectos de la inhibicion cronica de las iINOS o nNOS en el control de la presion
sanguinea a largo plazo y las variables morfoldgicas y renales en ratas hipertiroideas.
Para ello, se utiliz6 aminiguanidina (AG) y 7-nitroindazole (7NI). La AG es un
inhibidor selectivo de la iINOS in vitro (Griffiths y cols., 1993) e in vivo (Mattson y
cols., 1998) y el 7NI produjo una inhibicion relativamente selectiva de la nNOS sobre la
eNOS (Moore y cols., 1996) y disminuy6 la expresion de la nNOS en la aorta (Xu y
cols., 2000).

La AG aument6 la presion sanguinea en las ratas con hipertiroidismo en dosis que no
tenia ningun efecto presor en las controles. Los niveles plasmaticos elevados de nitratos
+ nitritos (un indice de la produccion de NO) en los animales con hipertiroidismo
disminuyd con la administracion de la droga, lo que indica que este efecto presor
importante se relaciona con la inhibicidn de la produccion de NO. Debido a que se ha

demostrado que la AG inhibe la INOS (Griffiths y cols., 1993; Mattson y cols., 1998),
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estos resultados indican que la isoforma inducible se activa en los animales con
hipertiroidismo.

Curiosamente, hemos observado que la administracion del inhibidor de la nNOS, 7-Nl,
suprime o atenta el aumento de la presién sanguinea, frecuencia cardiaca y la presion
de pulso producido por dosis crecientes de tiroxina en ratas (datos no publicados). Por
lo tanto, estos resultados sugieren que la nNOS puede participar en el desarrollo de las
manifestaciones caracteristicas de la circulacion hiperdindmica en ratas hipertiroideas,
probablemente debido a un mecanismo central.

En resumen, puede decirse que la iNOS podria contrarrestar los efectos prohipertensivos
de la T4 y que la nNOS participa en la manifestacion hemodindmica caracteristica del
hipertiroidismo. Los mecanismos por los cuales la administracion de 7-NI suprime la

circulacién hiperdindmica en ratas hipertiroideas, requieren una investigacion posterior.

2. HIPERTENSION POR SENSIBILIDAD A LA SAL

2.1. Generalidades

La hipertension ha sido reconocida como una enfermedad multifactorial resultante de
los efectos de una combinacion de factores genéticos y ambientales. Un exceso de sal en
la dieta es el factor ambiental mas comin que contribuye a la patogénesis de la
hipertension (Gu y cols., 1998; Aviv, 2001; Sacks y cols., 2001; Frohlich y Veragic,
2005), y la moderacion en la ingesta de sal se recomienda frecuentemente para proteger
los incrementos excesivos de la presion sanguinea (Houston, 1986; Law y cols., 1991;
Kuller, 1997). La sensibilidad a la sal (SS) tiene un papel importante como un factor

contribuyente a la manifestacion y progresion de la enfermedad renal cronica y
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cardiovascular (Campese, 1994; Klag y cols., 1996; Johnson y cols., 2002). Acerca del
50% de los pacientes con hipertension esencial presenta hipertension SS, los cuales
manifiestan sensibilidad a la sal y progresion mas severa de hipertension con dafio en
organos diana, incluyendo enfermedad renal terminal (Campese y cols., 1994;
Morimoto y cols., 1997; Manning y cols., 2005).

Se ha visto que la respuesta renal pro-inflamatoria, como la acumulacion de células
inmunes en los rifiones, podria tener un papel importante en la retencién de sodio y por
lo tanto en el desarrollo de hipertension (Rodriguez-Iturbe y cols., 2002 (b)). A su vez
hay estudios que demuestran que una reduccion en el infiltrado celular inflamatorio
renal previene el desarrollo de hipertension SS (Alvarez y cols., 2002; Rodriguez-lturbe
y cols., 2002 (b)).

Estudios epidemiol6gicos han demostrado la correlacion entre la ingesta de sal de la
dieta con la prevalencia y progresion de la hipertension (Haddy y Pamnani, 1995). A
pesar que el grado de sensibilidad a la sal es variable, algunos individuos son
especialmente propensos a padecer hipertension en respuesta a una dieta con elevado
contenido de sal. Los sujetos con hipertensién esencial tienen mayor frecuencia de
sensibilidad a la sal que la poblacién normotensa (Luke, 1993). Existe evidencia que
demuestra que la sensibilidad a la sal se asocia con una actividad de renina plasmatica
(PRA) baja y dificultad para la excrecion renal de sodio (Weinberger, 1993).

La tabla 2 muestra estudios llevados a cabo por diferentes autores en ratas con dietas
ricas en sal, en agua de bebida o en el pienso, observandose en la mayoria un aumento
de la presion sanguinea.

En un estudio realizado por nuestro grupo (Cruz y cols., 2011), la administracion
cronica de NaCl al 2% en el agua de bebida durante 5 semanas produjo un aumento

moderado de la presion arterial sistélica (15 mmHg) en ratas Wistar machos, al igual
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gue varios estudios que describen un aumento moderado de la presion sanguinea con
una ingesta de sal elevada en ratas Sprague-Dawley (Wang y cols., 1996; Ni y Vaziri,
2001; Newaz y cols., 2005), la sal también aumento la frecuencia cardiaca, la presion de
pulso, los isoprostanos urinarios, metabolitos del NO en orina (NOXx), vasopresina,
endotelina y la proteinuria. Sin embargo, otros estudios no encontraron cambios
significativos en la presion sanguinea en ratas Sprague-Dawley con una ingesta de sal
elevada (Debinski y cols, 1990; Osborn y Hornfeldt, 1998). Estas discrepancias pueden
reflejar diferencias en la duracion del tratamiento o en la via de administracion (en la

comida o en el agua de bebida).

Tabla 2. Estudios llevados a cabo en ratas por diferentes autores con dietas ricas en sal,

en pienso o en agua de bebida

AUTOR (SAL) A METODO
Banday 1% agua S-D - Directo 12 dias
(2007)
Sankaralingam  0,9% agua S-D T Indirecto 3 sem
(2006)
Gu 4% Dhal-S-S T Indirecto 5 sem
(2006)
Kobori 8% Dhal-S-S T Indirecto 4 sem
(2003)
Lenda 7% S-D - Directo 3-4 sem
(2000)
Oshorn 4% S-D T Directo 5-7 sem
(1998)
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2.2. Sal y Oxido Nitrico

Estudios previos demuestran que una dieta con elevado contenido en sal dificulta la
relajacion dependiente del endotelio en los vasos sanguineos, inducido por una variedad
de agentes vasodilatadores. (Campese, 1994; Chen y cols., 1998; Liu y cols., 1999;
Lenda y cols., 2000; Bragulat y cols., 2001). Un factor que podria impedir la relajacion
vascular a un estimulo dilatador en animales con una dieta elevada en sal, es la funcion
endotelial deteriorada. Esto puede deberse tanto porque la produccién de NO del
endotelio mediada por la acetilcolina (Ach) esta afectada o porque el NO no produce
vasodilatacion. (Boegehold, 1993; Campese, 1994; Chen vy cols., 1998; Liu y cols.,
1999; Lenda y cols., 2000; Bragulat y cols., 2001).

El NO es el principal regulador del tono vascular. Su disminucion en la produccién o
biodisponibilidad o una respuesta vascular disminuida al NO constituye un factor
implicado en la patogénesis de la hipertensién (Panza y cols., 1990; Berry y cols.,
2001). Un incremento de la presion sanguinea (PS), debido al elevado consumo de sal
(sensibilidad a la sal) es un fenémeno bien documentado en humanos y se considera un
factor importante en la patogénesis de la hipertension (Campese, 1994). En modelos
animales, la hipertension por sensibilidad a la sal y el incremento de la PS después de
una sobrecarga salina se caracterizan por una reduccion en la produccion de NO
(Campese y cols., 1996; Chen y cols., 1998; Fujiwara y cols., 2000). En humanos con
hipertensién por sensibilidad a la sal sucede algo similar, ya que después de una
sobrecarga salina se encuentran niveles mas bajos de metabolitos de NO tanto en
plasma como en orina (Campese y cols., 1996; Fujiwara y cols, 2000; Bragulat y cols.,

2001).
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Se observd que las especies reactivas de oxigeno disminuyen la funcion endotelial en
diversas formas de hipertension y aumentan el estrés oxidativo en los microvasos de
ratas espontdneamente hipertensas SHR y ratas Dahl hipertensas sensibles a la sal
(Suzuki y cols., 1995; Swei y cols., 1997; Manning, 2003). Un estudio llevado a cabo
por Lenda y cols. (2000) indica que las especies reactivas de oxigeno también pueden
contribuir a una disminucion de la dilatacion dependiente del endotelio en ratas
normotensas que tienen una dieta con elevado contenido en sal (Cai y Harrison, 2000;
Francois y Kojda, 2004; Satoh y cols., 2005).

Estudios experimentales demuestran que el tratamiento con L-NAME, un anélogo de la
L-arginina, produce aumento de la presion arterial en mayor medida a ratas alimentadas
con una dieta con alto contenido en sal que en las ratas con una dieta baja en sal;
después de 8 semanas, los animales tratados con L-NAME vy sal presentaron alteracion
de la funcién renal y proteinuria, lo que sugiere que los cambios adaptativos en la
produccion de 6xido nitrico parecen jugar un papel critico en la homeostasis del sodio y
de la presion sanguinea (Tolins y Shultz, 1994). La disminucién de la actividad de la
NOS puede ser un factor patogénico en el desarrollo de la hipertension inducida por sal.
El consumo de una dieta con alto contenido en sal y la regulacién a la baja de la
expresion de la iNOS en la corteza y médula renal, aorta y el corazon; regulacion a la
baja marcada de la eNOS en la corteza renal y aorta, y menor expresion de la nNOS en
el cerebro, corteza y médula renal (Ni y Vaziri, 2001). En comparacién con ratas
adaptadas a una alta ingesta de sal, las alimentadas con una dieta baja en sal mostraron
aumento en la expresion de la eNOS en el endotelio microvascular renal y aumento en
la expresion de la enzima N® dimetilarginina dimetilaminohidrolasa que metaboliza la
dimetilarginina asimétrica 0 ADMA, un inhibidor endégeno de la NOS (Tojo y cols.,

2000). La respuesta vasodilatadora a ACh, mediada por el 6xido nitrico en arterias
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mesentéricas perfundidas, fue atenuada en perros alimentados con una dieta alta en sal
en comparacion con el grupo con una dieta con bajo contenido en sal, y la respuesta a
nitroprusiato de sodio fue idéntica en ambos grupos, lo que sugiere disfuncion
endotelial inducida por la sal (Sofola y cols., 2004).

Hodge y cols. (2002) observaron que el tratamiento con L-NAME produjo un aumento
en la presion sanguinea que fue por sensibilidad a la sal, ya que el componente sensible
a la sal se asoci6 con un aumento de los niveles de ANG Il en el plasma, este
componente es ANG Il-dependiente. Kopkan y Cervenka (2009) sugirieron que las
interacciones fisiologicas del SRA, el 6xido nitrico, y el superdxido proporcionan una
regulacion coordinada de la funcion renal y que el desequilibrio de estas interacciones
esta criticamente relacionado con la fisiopatologia de la sensibilidad a la sal y la
hipertension.

Los experimentos realizados afios anteriores mostraron que la produccion de NO
aumentd en ratas normotensas cuando el contenido de sal en la dieta estaba
incrementado (Song y cols., 2004; Kopkan y Cervenka, 2009), pero no ocurri6 lo
mismo en ratas Dahl/Rapp SS (Kopkan y Majid, 2005; Hirai y cols., 2006; Kopkan y
Cervenka, 2009). En ratas, la respuesta de la presion sanguinea a un aumento en el
consumo de sal es dependiente de la produccién de NO (Banday y cols., 2007). Los
seres humanos sanos muestran ganancia de peso y un aumento en el flujo sanguineo
renal, asociado a una disminucién de la resistencia vascular renal cuando la ingesta de
sodio es entre 77 mEq/d y 250 mEg/d. Estos cambios en los pardmetros hemodindmicos
renales fueron contrarrestados con la adicion de N°®-mono-metil-L-arginine (L-
NMMA), lo que indica una dependencia de la produccion de NO y confirma el papel
importante que desempefia el NO en la respuesta hemodinamica a la ingesta de sal

(Alvarez y cols., 2000).
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2.3. Sal y Estrés Oxidativo.

Basandose en hallazgos en donde animales tratados con elevadas cantidades de sal
tuvieron una disminucion en la actividad de la NOS y eran normotensos, se postula la
teoria que el estrés oxidativo puede ser un factor disparador de la sensibilidad a la sal.
Se ha visto una baja vasorrelajacion tanto para agentes dependientes como
independientes del endotelio acompafiado de un aumento en la PS en animales con una
ingesta de sal elevada (Suzuki y cols., 1995; Swei y cols., 1997; Swei y cols., 1999;
Trolliet y cols., 2001).

El estrés oxidativo se produce en un tejido o en todo el cuerpo cuando la produccion
total de oxidante (NADPH oxidasa, xantina oxidasa, NO sintasa, ciclooxigenasa)
excede la capacidad antioxidante (superdxido dismutasa (SOD), glutation (GSH) y
catalasa). Estudios previos sobre la hipertension esencial en humanos indican que la
produccion de radicales libres aumenta y los niveles de antioxidantes disminuyen, y méas
de la mitad de los hipertensos tienen un tipo de hipertension sensible a la sal con dafio
renal progresivo. Se ha descripto que el estrés oxidativo puede aumentar durante la
hipertension debido a un aumento en la produccion de EROs, como el Oy, el H,0; o el
radical hidroxilo o por una disminucion de enzimas antioxidantes como la SOD
(Manning y cols., 2003) Existen estudios que demuestran que los seres humanos
hipertensos esenciales tienen una capacidad antioxidante disminuida (Ceriello y cols.,
1991, Buczynski y cols., 1993, Galley y cols., 1997, Russo y cols., 1998) y producen
una cantidad excesiva de EROs (Prabha y cols., 1990, Lacy y cols., 1998), y més de la
mitad de estos hipertensos tienen hipertension SS (Weinberger, 1996) con un manejo
anormal renal de sodio (Bianchi y cols., 1979) y dafio renal progresivo (Lea y Nicholas,

2002). Se ha descripto que la actividad de la SOD (Kumar y Das, 1993, Russo y cols.,
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1998) y los niveles de vitamina E (Kumar y Das, 1993) en los eritrocitos esta
disminuida en pacientes con hipertension esencial. EI O> y H,O, producido por los
leucocitos y los niveles plasmaticos de perdxidos lipidicos aumentan en los pacientes
hipertensos no controlados (Salon y cols., 1991). Estos datos sugieren que un aumento
en el estrés oxidativo es un mecanismo que contribuye a la hipertension SS, y puede
jugar un papel importante en el dafio renal asociado a la hipertension SS.

También se han llevado a cabo estudios sobre estrés oxidativo en modelos animales de
hipertension SS. Se han desarrollado varios modelos experimentales de hipertension SS,
incluyendo 1) ratas Dahl sal-sensibles (S), 2) ratas espontdneamente hipertensas
predispuestas a accidente cerebro vascular (SHRSP), e 3) hipertension
mineralocorticoide. El hilo comun que une a estos modelos es una mayor produccion de
Ox en los vasos arteriales o en el rifion. Este aumento de EROs puede conducir a la
hipertension o dafio renal. Algunos autores (Trolliet y cols., 2001; Meng y cols., 2002)
han encontrado que la produccién renal de O,- aumenta en las ratas Dahl S con una dieta
con alto contenido en sodio, en parte debido a una disminucion en los niveles renales de
SOD. (Meng y cols., 2003).

Las ratas Dahl constituyen un buen modelo de hipertension por sensibilidad a la sal. Se
ha descripto que las ratas Dahl S experimentan un marcado aumento de la presion
sanguinea durante la ingesta de Na aumentada, y varios laboratorios indican que el
estrés oxidativo es muy importante en las ratas Dahl S. Swei y cols. (1999) observaron
que las ratas hipertensas Dahl S presentaron niveles significativamente més altos de O»
en la microvasculatura mesentérica y de H,O, plasmatico que las ratas Dahl sal
resistentes (R). Trolliet y cols. (2001) encontraron que las ratas Dahl S desarrollaron
hipertension, aumento de la produccion renal de O y de los niveles de F2-isoprostanos

e incremento de la disfuncion renal después de 2 semanas de una dieta con alto
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contenido en sal (8%). El estrés oxidativo se asocié con nefroesclerosis hipertensiva sal-
dependiente.

Se ha demostrado que la NADPH oxidasa es uno de los prooxidantes mas potentes,
tanto en la vasculatura como en el rifidn. Esta oxidasa esta formada basicamente por los
componentes de membrana gp9lphox y p22phox y los componentes citosolicos
p47phox, p67phox y p40phox. Se ha descripto que las ratas Sprague-Dawley con una
dieta rica en Na experimentan incrementos en la corteza renal de las subunidades
gp91phox y p47phox (Kitiyakara y cols., 2003).

En un estudio llevado a cabo por Niu y cols. (2008), se utilizaron ratas Dahl S o cepas
de ratas R/Rapp, las que se mantuvieron durante 5 semanas con una dieta con un alto
contenido en sodio (8%) o con un alto contenido en sodio + apocinina, que es un
inhibidor de la NADPH oxidasa (1,5 mmol/l en el agua potable). Al final del
tratamiento, el grupo Dhal S con una dieta alta en sal, presenté un incremento notable
de la expresion del ARNm en la corteza renal de las subunidades gp91phox, p22phox,
p47phox y p67phox, a diferencia del grupo tratado con sal + apocinina que presento una
disminucidn significativa en la expresion de estas subunidades de NADPH oxidasa. Al
mismo tiempo, en las ratas tratadas con sal + apocinina 1) aumento la relacion GSH /
GSSG (glutation oxidado) en la corteza renal, 2) hubo liberacion de O» en la corteza
renal y disminucién de la actividad de la NADPH oxidasa y 3) se redujo el dafio
glomerular renal e intersticial considerablemente. La apocinina también disminuy6 la
infiltracion renal cortical de monocitos/macréfagos y atenué los descensos de la
hemodindmica renal y provoco una disminucion de la presion sanguinea. Estos datos
sugieren que la NADPH oxidasa tiene un papel importante en el desarrollo del estrés

oxidativo y de la inflamacion en la corteza renal, que conduce a una disminucion en la
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hemodindmica renal, dafio renal cortical y aumento de la presion arterial (Niu y cols.,

2008).

2.4. Sal e inflamacidén

2.4.1. Inflamacidn tubulo-intersticial e hipertension

Svendson (1976) describié un mecanismo inmune en la patogenesis de la hipertension
al observar infiltracion renal de linfocitos perivasculares en el modelo de hipertensién
DOCA-sal, mostrando una “reactividad inmune tardia” (Bendich y cols., 1981). Estos
primeros hallazgos fueron interpretados por los investigadores como evidencia de que la
hipertension era resultado de una vasculitis autoinmune. Se ha llevado a cabo un estudio
que proporciona evidencia de que la acumulacién de células inmunes en el rifién podria
ser responsable de la retencién de sodio, y por lo tanto de la hipertensién. Primero, la
infiltracion tdbulo-intersticial de linfocitos y macrofagos que parece estar
universalmente presente en todos los modelos experimentales de hipertension por
sensibilidad a la sal (Rodriguez-lturbe y cols., 2002 (b)), incluyendo la hipertension
DOCA-sal, hipertension sal sensible por infusion de ANG Il o post infusion de
catecolaminas, sensibilidad a la sal inducida por hiperuricemia, hipertension después de
la inhibicion crénica de NO, modelo de hipertension two-kidney one-clip, hipertension
SHR vy nefropatia por envejecimiento o ciclosporina. Segundo, se ha visto una
correlacion directa entre el numero de células infiltradas y la severidad de la
hipertension, debido a la retencion de sodio que provocan las mismas (Rodriguez-
Iturbe y cols., 2002 (c), Rodriguez-Iturbe y cols., 2003). Finalmente existen numerosos

estudios que demuestran tratamientos que reducen el infiltrado inflamatorio renal
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previniendo el desarrollo de la hipertension por sensibilidad a la sal (Alvarez y cols.,
2002, Quiroz y cols., 2001, Rodriguez-Iturbe y cols., 2001).

Los mecanismos por los cuales el infiltrado inmune contribuye a la patogénesis de la
hipertensién no estan completamente definidos, pero pueden estar relacionados con la
efectos de la ANG Il intrarrenal inducida por la acumulacion de células inmunes sobre
la retencion de sodio por efectos combinados: reduccion de la filtracién de sodio,
incremento de la reabsorcion de sodio a nivel del tubulo proximal y alteracion de la
curva de natriuresis de presion. El estrés oxidativo aumentado, junto a la ANG 1l
intrarrenal constituye una curva de retroalimentacion que mantiene la inflamacion renal
intersticial. Los efectos pro-hipertensivos sistémicos del estrés oxidativo incluyen
vasoconstriccion debido al consumo de NO y a los efectos directos de las EROs
(Makino y cols., 2002) y las consecuencias de la remodelacion vascular a largo plazo.
Las curvas de retroalimentacion entre los efectos sistémicos y renales implican la

generacion de EROs.

2.4.2. Estrés oxidativo y activacion de los factores de inflamacion

Las EROs pueden inducir distintas respuestas celulares, desde proliferacién hasta
apoptosis (Buttke y cols., 1994; Gulbins y cols., 2000, Irani y cols., 2000). Algunos
factores de transcripcion, tales como el factor nuclear kB (NF-kB) y el activador de
proteina 1 son redox sensibles y pueden activarse a traves de oxidantes (Drdge y cols.,
2002). Las proteinas mitégenas activadas o MAP kinasas como la ERK 1 y 2 son
activadas por el anion superéxido en las células del masculo liso vascular.

El NF-xB interviene en la sintesis de una gran variedad de citoquinas. Ademas estimula
la infiltracion leucocitaria al incrementar la expresion de las moléculas de adhesion E-

Selectina, VCAM-1 e ICAM-1 (Miagkov y cols., 1998; Chen y cols., 2001; Tak y
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Firestein, 2001). Como resultado de estos efectos, el estrés oxidativo puede inducir
inflamacion no especifica, que duraria mientras el estrés oxidativo sea sostenido. En
modelos de hipertension por sensibilidad a la sal, la inflamacion intersticial se asocia
con una apotosis aumentada y activacion del NF-xB.

Varios genes celulares implicados en el proceso temprano de inmunidad, fase aguda y
respuesta inflamatoria estan regulados a nivel de transcripcion por el NF-xB (Arrigo,
1998; Alvarez y cols., 2002). ElI NF-kB activa numerosos genes proinflamatorios
incluyendo el factor de necrosis tumoral- oo (TNF-a), interleuquina 6 (IL 6), interferon-
Y vy quimioquinas (CC) tales como la CCL28 (Baldwin, 1996; Ghosh y cols., 1998;

Nakamichi y cols., 2005; Venkatesha y cols., 2004).

2.4.3. Ingesta de sal y factor de crecimiento transformante o TGF-$1

Durante décadas se ha sabido que el aumento de la ingesta de sal (NaCl) reduce la vida
media de las ratas de forma dosis-dependiente. Para los médicos y cientificos
interesados en la enfermedad renal progresiva, tal vez el factor de crecimiento
identificado mas importante, es el factor de crecimiento-p (TGF-B). Después del
descubrimiento del TGF-B en 1980 (Roberts y cols., 1980), numerosos estudios han
demostrado que este factor de crecimiento fibrogénico o proesclerético participa
integralmente en la fibrosis renal en una variedad de estados de enfermedad (Akagi y
cols., 1996; Dahly y cols., 2002). Experimentos recientes demostraron que una dieta con
elevado contenido en sal produce un aumento en los niveles de ARNm de TGF-f en la
corteza renal de ratas Sprague-Dawley; el efecto se produjo sin cambios en la presion
sanguinea y se desarrollo al dia siguiente del aumento en el consumo de sal y se

mantuvo a lo largo del experimento (Ying y cols., 1998).

28



Introduccion

Inoue y cols. (1995) utilizaron cultivos de células endoteliales de aorta bovina para
demostrar que el TGF-B1 incrementa la tasa transcripcional de la isoforma endotelial de
la 6xido nitrico sintasa (NOS3). Estos hallazgos impulsaron una investigacion sobre el
efecto de la regulacion al alza del TGF- B1 asociado a la produccion de NOS3 durante
el consumo de una dieta rica en sal. Se incubaron tejidos de aorta y glomérulo, bajo
condiciones de sal aumentada, con un anticuerpo que neutralizé directamente el TGF-
B1, disminuyendo los niveles de NOS3 a valores basales, indicando el efecto directo del
TGF-B1 en el control de los niveles de NOS3 y la consiguiente produccion de NO.

(Ying y Sanders, 1998).

3. TRANSPORTE DE SODIO A LO LARGO DE LA NEFRONA

El manejo renal de sodio es una funcion fisioldgica esencial en los mamiferos para el
mantenimiento de los fluidos corporales y la regulacion de la presion sanguinea. El
balance de sodio sistémico ocurre predominantemente a través del control de la

reabsorcion de sodio tubular renal (Li y Wang, 2007).

Tubulo proximal

El tubulo proximal reabsorbe aproximadamente el 67% del agua filtrada, Na, Cl, K,
toda la glucosa, los aminoacidos filtrados por el glomérulo y otros solutos. El elemento
clave de la reabsorcién es la bomba Na, K- ATPasa de la membrana basolateral.

El Na se reabsorbe por diferentes mecanismos en la primera y segunda mitades del
tubulo proximal. En la primera mitad del tibulo proximal, el Na se reabsorbe

principalmente con bicarbonato (HCO3), por el contrario, en la segunda mitad se
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reabsorbe principalmente con el CI". Esta disparidad esta mediada por diferencias en los
sistemas de transporte y en la composicion del liquido tubular en estos lugares.

En la primera mitad del tubulo proximal, la captacion de Na al interior de la célula esta
acoplada con el H" o con solutos organicos. Proteinas de transporte especificas median
en la entrada de Na en la célula a través de la membrana apical. Por ejemplo, el
intercambiador Na* H*, acopla la entrada de Na con la expulsion de H* de la célula,
dando lugar a la reabsorcion de bicarbonato sddico (COszHNa). El Na™ también entra en
las células del tabulo proximal por medio de varios mecanismos de cotransporte, que
incluyen el Na*-glucosa, el Na*-aminodcidos, el Na*- Pi y el Na'- lactato. La glucosa y
otros solutos organicos que entran en la célula con el Na abandonan la célula a través de
la membrana basolateral por mecanismos de transporte pasivo. Cualquier Na* que entre
a través de la membrana apical abandona la célula y entra en la sangre por via de la Na™
K*-ATPasa.

En la segunda mitad del tabulo proximal, el Na se reabsorbe principalmente con el CI’
en lugar de con los solutos organicos o el COzH* como anién acompafiante. El Na entra
en la célula a través de la membrana luminar por medio del funcionamiento paralelo del
antitransportador Na* H y uno o mas antitransportadores CI anién. Como el H”
secretado se combina con el anién en el liquido tubular y penetra de nuevo en la célula,
el funcionamiento de los antitransportadores Na, H y Cl anion es equivalente para captar
NaCl del liquido tubular al interior de la célula. EI Na abandona la célula via Na™ K*-
ATPasa, y el ClI abandona la célula y penetra en la sangre por medio de un
cotransportador KCI de la membrana basolateral.

El NaCl se reabsorbe también en la segunda mitad del tabulo proximal, por medio de
una ruta paracelular. Su reabsorcion se produce porque el aumento de [CI] en el liquido

tubular desde la primera mitad del tubulo proximal genera un gradiente de [CI] (140
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mEqg/l en la luz del tubulo y 105 mEqg/I en el intersticio), favoreciendo asi la difusion del
Cl de la luz tubular a través de las uniones estrechas al espacio lateral intercelular. El
movimiento del Cl cargado negativamente da lugar a que el liquido tubular se quede con
carga positiva con respecto a la sangre. Este voltaje transepitelial origina la difusion del
Na cargado positivamente hacia afuera del liquido tubular a través de las uniones
estrechas a la sangre.

Aproximadamente el 67% del NaCl filtrado se reabsorbe en el tdbulo proximal, de éste
dos tercios se mueven a través de la via transcelular y el tercio restante de la via

paracelular (Berne y Levy, 2009).

Asa de Henle

El asa de Henle reabsorbe acerca del 25% del NaCl filtrado y el 15% del agua filtrada.
En la rama ascendente delgada se reabsorbe NaCl por un mecanismo pasivo, mientras
en el asa ascendente gruesa el principal mecanismo es la Na" K'-ATPasa de la
membrana basolateral. Esta bomba mantiene una [Na] intracelular para el movimiento
del Na desde el liquido tubular al interior de la célula. EI movimiento de Na a través de
la membrana apical dentro de la célula estd mediada por el co-transporte 1Na-1K-2Cl
(NKCC2). El canal del K en la membrana plasmatica apical desempefia un papel
importante en la reabsorcion de NaCl por la rama ascendente gruesa. Este canal de K
permite que el K transportado dentro de la célula por el co-transporte NKCC2 regrese
de vuelta al liquido tubular. Al ser la [K] relativamente baja, este K es necesario para
que actue continuamente el cotransporte NKCC2.

El voltaje a través de la rama ascendente es importante par la reabsorcion de varios
cationes, este voltaje es una fuerza conductora importante para la reabsorcion de varios

cationes que incluyen Na*, K*, Mg*™* y Ca™", a través de una via paracelular.
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En resumen, la reabsorcion de NaCl a través de la rama ascendente gruesa se lleva a
cabo por vias transcelular y paracelular. La rama ascendente gruesa, no reabsorbe agua,
la reabsorcion de NaCl y otros solutos reducen la osmolaridad del liquido tubular a
menos de 150 mOsm/kg de H,O, produciendo de esta manera un liquido que esta
diluido con respecto al plasma. Por esto, la rama ascendente del asa de Henle se

denomina segmento dilutor (Berne y Levy, 2009).

Tubulo distal y conducto colector

El tdbulo distal y el conducto colector reabsorben acerca del 8% del NaCl filtrado. El
segmento inicial del tdbulo distal reabsorbe Na*, CI"y Ca™ y es impermeable al agua.
El Na deja la célula por la accion de la Na™ K*- ATPasa. Por ello, la dilucion del liquido
tubular comienza en la rama ascendente y continla en el principio del tubulo distal.

El tabulo distal inicial reabsorbe el 5% del Na* filtrado. A nivel celular, el mecanismo
es un cotransportador de Na* CI" en la membrana luminal, cuya energia deriva del
gradiente de sodio. Los dos iones entran en la célula con el cotransportador de Na* CI,
el Na" es bombeado después al exterior de la célula, a la sangre, por la Na* K" ATPasa
y el CI" sale de la célula por los canales de CI” en la membrana basolateral.

El cotransportador de Na'Cl™ se inhibe con los diuréticos tiazidicos, por ejemplo
clorotiazida, hidroclorotiazida y metolazona). Igual que los diuréticos de asa, las
tiazidas son &cidos organicos, que son aniones a pH fisioldgico. Los diuréticos
tiazidicos se unen al lugar de CI" e impiden el ciclo, inhibiendo, por tanto, la reabsorcion
de NaCl en el tabulo distal inicial.

El tubulo distal inicial es impermeable al agua, por tanto, reabsorbe soluto, pero deja el

agua atras, que luego es diluida por el liquido tubular. Por esta razon, el tabulo distal
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inicial se Ilama segmento diluyente cortical (los tabulos distales estan en la corteza
renal).

El segmento altimo del tubulo distal y el conducto colector, estan compuestos de dos
tipos de células: células principales y células intercaladas. Las primeras reabsorben
NaCl y agua y segregan K*. Las células intercaladas segregan H" o Co3H" y por ello,
son importantes en la regulacion del equilibrio &cido-base. Estas células, también
reabsorben K por la actuacion de H, K-ATPasa, localizada en la membrana plasmatica
apical. Tanto la reabsorcion de Na como la secrecion de K por las células principales
dependen de la actividad de la ATPasa Na-K. ElI Na penetra en la célula a través de la
membrana apical por (ENaCs) de la membrana apical, y la carga negativa del interior de
la célula facilita la entrada de Na. El sodio abandona la célula a través de la membrana
basolateral y penetra en la sangre por accion de la Na™ K*- ATPasa. La reabsorcion de
sodio genera un voltaje luminal negativo al final del tdbulo distal y del conducto
colector que proporciona la fuerza conductora para la reabsorcion del CI™ a través de la
via paracelular.

La reabsorcién de agua estd mediada por el canal de agua AQP2, localizado en la
membrana plasmatica apical y por los AQP3 y AQP4 localizados en la membrana
basolateral de las células principales. En presencia de hormona antidiurética (ADH), el
agua se reabsorbe, por el contrario, en ausencia de ADH, el tubulo distal y el conducto
colector reabsorben poca cantidad de agua. (Berne y Levy, 2009).

La figura 4 muestra los diferentes transportadores a lo largo de la nefrona
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3.1. Regulacién de la reabsorcion de NaCl y agua

Cuantitativamente la ANG IlI, la aldosterona, las catecolaminas, los péptidos
natriuréticos y la uroguanilina son las hormonas mas importantes que regulan la
reabsorcion de Na y de ese modo la excrecion urinaria de NaCl. Sin embargo otras
hormonas (que incluyen la dopamina y la adrenomedulina), las fuerzas de Starling y el
fendmeno del equilibrio glomerulotubular, influyen en la reabsorcion de NaCl.

La ANG Il tiene un potente efecto estimulador en la reabsorcion de NaCl y agua en el
tibulo proximal.

La mayor parte del efecto de la aldosterona sobre la reabsorcion del NaCl se realiza en
el tbulo distal y en el conducto colector. La aldosterona también estimula la secrecién
de K por el tabulo distal y el conducto colector. La aldosterona aumenta el nimero de
cotransportes Na'CI" al principio del tibulo distal mediante cuatro mecanismos:

a) Aumentando la cantidad de Na, K ATPasa en la membrana basolateral;

b) Aumentando la expresion del canal del sodio (ENaC) en la membrana apical
celular;

c) Elevando los niveles de la cinasa sérica estimulada por glucocorticoides, que
también estimulan la expresion de ENaC en la membrana apical celular;

d) Estimulando la CAP 1 (proteasa activadora del canal, también denominado
prostatina), una serina proteasa que directamente activa los ENaC por
protedlisis.

El péptido natriurético atrial (PNA) y el péptido natriurético cerebral (PNB) inhiben la
reabsorcion de NaCl y agua. La secrecion de PNA por la auricula cardiaca y de PNB
por los ventriculos cardiacos se estimula por un aumento de la presion sanguinea y un

aumento en el volumen del liquido extracelular (LEC). EI PNA y PNB reducen la
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presion sanguinea por disminuir la resistencia periférica total y aumentar la excrecion
urinaria de NaCl y agua. Ademas el PNA y el PNB también reducen la secrecion de

ADH de la pituitaria posterior (Berne y Levy, 2009).

Figura 1: Transportadores a lo largo de la nefrona

La uroguanilina y la guanilina se producen por las células neuroenddcrinas del intestino
como respuesta a la ingestion oral de NaCl. Estas hormonas penetran en la circulacion e
inhiben la reabsorcion de NaCl y agua por los rifiones mediante la activacion de
receptores guanililciclasa ligados a la membrana que incrementan la (GMPc)
intracelular.

Las catecolaminas estimulan la reabsorcion de NaCl en los cuatro segmentos de la

nefrona. Aunque los nervios simpaticos no se activan cuando el volumen del LEC es
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normal, cuando éste desciende (después de una hemorragia) la actividad nerviosa
simpatica asciende y estimula la reabsorcion de NaCl y agua por estos cuatro segmentos
de la nefrona.

La dopamina, una catecolamina, se libera de los nervios dopaminérgicos en los rifiones
y también se sintetiza por células del tibulo proximal. La secrecién de dopamina se
estimula por un aumento del volumen del LEC y su secrecion inhibe directamente la

reabsorcion de NaCl y agua en el tabulo proximal (Berne y Levy, 2009).

3.2. Transporte de sodio en situaciones especiales

3.2.1. Cirrosis Hepatica

La cirrosis hepética se asocia con la regulacién defectuosa del sodio y del agua. Este
balance anormal de sodio y de agua aparece de forma secuencial (Jiménez y cols., 1985;
Wong vy cols., 1995). En los primeros estadios de la cirrosis descompensada, la
retencion de sodio y agua por el rifion es inicialmente isosmética y se piensa que es
secundaria a la estimulacion excesiva de la reabsorcion tubular de sodio. El aumento en
la reabsorcién de sal conlleva al desarrollo de ascitis. Si la cirrosis hepatica es mas
severa, la retencion de agua libre puede ocurrir en exceso de retencion de sodio
causando dilucidn del liquido extracelular e hiponatremia (Wong y cols., 1995).

Con respecto a la cirrosis hepatica, varias lineas de investigacion sugieren que el tabulo
distal es el segmento clave implicado en la retencién renal de sodio y en la pérdida de
potasio. Por ejemplo, esta bien establecido en la préactica clinica que la espironolactona,
antagonista del receptor de mineralocorticoide, con su principal accion en el tabulo
distal, restablece el volumen del liquido extracelular en pacientes con cirrosis hepatica.

(Gregory y cols., 1977). De estudios experimentales ha quedado claro que son varios los

36



Introduccion

mecanismos que explican la avidez renal aumentada por el sodio en la cirrosis hepética
y estdn méas probablemente localizados en el tubulo distal.

En la cirrosis hepética se ha visto concentraciones aumentadas de ligandos para la
activacion del receptor de mineralocorticoide (MR) en el conducto colector. En algunos
modelos de cirrosis en animales y humanos se han encontrado niveles de aldosterona
y/o de cortisol incrementados para el MR, debido a la inhibicion de la enzima 11 B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2, enzima necesaria para la activacion del MR por
el glucocorticoide cortisol (Jiménez y cols., 1985; Ackermann y cols., 1999;
Quattropani y cols., 2001). En su conjunto, estos hallazgos sugieren que los
mecanismos a nivel tubular renal son responsables de la retencion de sodio, que
principalmente ocurre en el tubulo distal, el lugar de accion de los mineralocorticoides.
En la cirrosis hepética inducida en ratas al ligar el conducto biliar, no se observo
aumento en la expresion del ENaC. Por el contrario, se observd un aumento en la
expresion del co-transportador de NaCl tiazida-sensible (TSC) en la fase inicial después
de ligar el conducto biliar, seguido de un marcado descenso. Asi, una activacion
aumentada del MR podria incrementar la expresion del TSC y/o la reabsorcién de sodio

y contribuir a la retencion del mismo en esta patologia (Yu y cols., 2005).

3.2.2. Embarazo

El embarazo normal se caracteriza por una serie de cambios fisiologicos (Phippard y
cols., 1986; Schrier y Briner, 1991). Una de las adaptaciones importantes incluyen el
aumento del liquido extracelular y el volumen plasmatico se incrementa en un 30-50%
(Ohara y cols., 1998) como asi también la tasa de filtracion glomerular aumenta de un

40 a un 65% (Jeyabalan y Conrad, 2007).
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El NO tiene un papel importante en el control de la funcion renal y en la resistencia
periférica total, como asi también interviene en el control de la presién sanguinea a
largo plazo (Herrera y Garvin, 2005). Estd implicado en la vasodilatacion y en la
consiguiente hiperfiltracion durante el embarazo. Este hecho esta relacionado con la
excrecion urinaria aumentada de NO observado en mujeres embarazadas y en animales.
La inhibicién aguda de NO bloquea la vasodilatacién y la hiperfiltracién glomerular en
ratas y la inhibicidn crénica de NO provoca hipertension, funcién renal deteriorada y
dafo endotelial (Agre y cols., 2003).

Ademaés de lo mencionado anteriormente, en el embarazo los transportadores renales se
encuentran alterados. Se ha visto un aumento en la expresion de ARNm de AQP 2,
NHE3 y TSC, contribuyendo a la retencion de agua y sodio. El aumento en la expresion
de ARNm del TSC y del NHE3 sugiere que el embarazo induce un aumento en la
actividad tubular para reabsorber sodio y podria contribuir a la expansién de volumen
del liquido extracelular (Giebisch y Wang, 1996; Giebisch, 1998). En las ratas prefiadas
normotensas, se encontré un aumento en la expresion del NHE3 apoyando la hipdtesis
que este transportador renal tiene una importante funcion en la retencion renal de sodio

durante el embarazo (Abreu y cols., 2008)

3.2.3. Hipertension por sensibilidad a la sal

Estudios en modelos animales de hipertension genética han hecho hincapié en la

importancia del rifion en el desarrollo y mantenimiento de la hipertension arterial

(Crowley y cols., 2006). En particular en las ratas adultas hipertensas de la cepa Milan

(MHS), la hipertension se desarrolla debido a una alteracion primaria en la reabsorcion
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tubular de sodio renal (Bianchi y cols., 1975), relacionado con una actividad y expresion
aumentadas de la ATPasa Na-K (Melzi y cols., 1991).

Se ha visto en las MHS, caracterizadas por hipertension por sensibilidad a la sal, que la
expresion del NHE3 y del NKCC2 no es diferente, mientras que el TSC estd mas
expresado en la zona cortical del tubulo contorneado distal, probablemente debido a los
niveles de aldosterona elevados en el plasma. Estos ultimos resultados han sido
confirmados con experimentos que demuestran wuna gran sensibilidad a
bendroflumetiazida en MHS y con estudios de inmunohistoquimica que demuestran un
aumento del TSC en las células de la membrana apical del tubulo contorneado distal.

La entrada aumentada del NaCl se correlaciona con el aumento en la regulacion del
canal basolateral del cloruro, es decir CIC-K en el TSC, identificAndose asi este
segmento como el lugar de mayor reabsorcion de cloruro de sodio y explicando la
sensibilidad a la sal de esta forma de hipertension. Finalmente, en los conductos
colectores de estos animales se observd una cantidad menor de proteinas de las
subunidades a y B-ENaC. Por lo tanto una combinacion de un aumento en la expresion
del TSC y del CIC-K podria explicar el incremento de la presion sanguinea a través de
su accion en la reabsorcion de sal, que esta sélo parcialmente contrarrestado por la baja
regulacion de las subunidades anteriormente mencionadas del ENaC. (Capasso y cols.,

2008)

3.2.4. Deficiencia de hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas regulan el metabolismo en muchos 6rganos y células y son

criticas para el desarrollo normal asi como para la funcion celular. Ademas, el

desarrollo y la funcion renal estan influenciados por las hormonas tiroideas. Por lo
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tanto, en completa ausencia de hormona tiroidea y en el hipotiroidismo se asocian
frecuentemente con un desarrollo anormal del rifion y/o con una funcién renal
deteriorada. (Alcalde y cols., 1999).

En ausencia de hormonas tiroideas, un nimero importante de proteinas transportadoras
renales estan disminuidas tanto en su expresién como en su funcién, como se demostrd
para el co-transportador de Na-fosfato, NaPi-lla, (Alcalde y cols., 1999, Schmitt y cols.,
2003) o el co-transportador de Na-sulfato, NaSi, en el rifion de rata. Ademas disminuyo
la actividad del intercambiador Na/Ca? en la membrana del borde en cepillo (Kumar y
Prasad, 2002), la actividad de la ATP-asa Na-K (Cadnapaphornchai y cols., 2003) y
también fue menor la expresion del co-transportador NKCC2 en el asa ascendente de
Henle (Cadnapaphornchai y cols., 2003, Schmitt y cols., 2003).

Ademaés de estos efectos sobre la expresion de las proteinas transportadoras renales, se
ha visto en ratas tiroidectomizadas que la ausencia de hormona tiroidea conlleva a una
expresion reducida del principal intercambiador Na/H, NHE3, durante la maduracion
del tabulo proximal (Baum y cols., 1998; Gupta y cols., 2004) y también en el rifién
adulto (Cadnapaphornchai y cols., 2003, Schmitt y cols., 2003). Funcionalmente el
hipotiroidismo se asocia con dificultad para acidificar la orina y excretar amonio
después de una sobrecarga de NH4Cl. Sin embargo, bajo condiciones controladas las
ratas hipotiroideas no mostraron ningun signo de acidosis metabolica o pérdida urinaria
de bicarbonato a pesar de la baja regulacion del NHE3. Esto se explicaria mejor por un
aumento en la regulacion de mecanismos compensatorios en la region distal de la
nefrona y coherentemente un aumento en la expresion del intercambiador
cloruro/bicarbonato, expresado en las células intercaladas tipo A. (Sabolic y cols., 1997;

Huber y cols., 1999).
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Hay experimentos que demuestran que después de la induccion de acidosis metabdlica
con sobrecarga oral de NH4Cl, se observo una acidosis metabdlica mas pronunciada en
ratas hipotiroideas que en las eutiroideas o ratas controles, observandose también una
adaptacion respiratoria para compensar la acidosis. (Mohebbi y cols., 2007). A su vez,
hay estudios que describen el efecto del hipotiroidismo en ratas sobre los componentes
que intervienen para concentrar la orina (DiScala y Kinney, 1971; Vaamonde y cols.,
1976). Estos componentes durante la restriccion de liquidos incluyen la liberacion de
hormona antidiurética, arginina vasopresina (AVP) y aumento en la regulaciéon de los
canales de agua AQP2, en las células principales del conducto colector. El co-
transportador Na-K-Cl en el asa ascendente de Henle es el principal responsable de
iniciar el mecanismo compensatorio de concentracion de la orina. Por lo tanto, una
disminucion en esta proteina transportadora podria disminuir la osmolaridad medular e
impedir la mé&xima capacidad de concentracion de la orina. En un estudio Ilevado a cabo
por Cadnapaphornchai y cols. (2003) en ratas hipotiroideas tratadas con metimazol, se
ha visto una disminucion significativa del co-transportador Na-K-2Cl en la corteza y en
la médula externa de las ratas hipotiroideas con respecto a las eutiroideas o controles y
en otros estudios subsiguientes se ha observado una disminucién significativa de la
expresion de las proteinas AQP2, 3 y 4, en ratas hipotiroideas comparadas con sus
controles, contribuyendo al descenso de la capacidad méaxima de concentracion de la
orina, como consecuencia principalmente de la baja regulacion de la proteina AQP2. Sin
embargo, se asocio al movimiento osmético disminuido del agua a través del conducto
colector con un significativo descenso medular del co-transportador Na-K-2Cl en el asa

ascendente de Henle.
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3.2.5. Hipertiroidismo

Las hormonas tiroideas (T4 y Ts3) tienen un papel significativo en el control de la masa
renal y su funcién. Las hormonas son importantes reguladores del flujo plasmatico
renal, la tasa de filtracion glomerular, la concentracién y diluciéon de la orina, el
consumo de oxigeno, y la reabsorcién de fosfato, Ca’ y Na* (Edelman, 1975; Katz y
Lindheimer 1977). Las hormonas tiroideas estimulan los cambios de la actividad renal
de la ATPasa Na*, K* relacionados con las alteraciones en el transporte de Na* (Ismail-
Beigi y Edelman, 1971; Katz y Lindheimer 1973). Se sabe que la T3 induce la sintesis
de la ATPasa- Na', K' (Lo y Edelman, 1976), también se ha propuesto que las
hormonas tiroideas aumentan la actividad renal de la ATPasa Na’, K por un
mecanismo de adaptacion en respuesta a cambios en la reabsorcion de Na* (Katz y
Lindheimer, 1973). Ambos mecanismos, la induccion de los elementos de la bomba de
Na® y la respuesta adaptativa a un aumento de Na' filtrado, podrian intervenir
conjuntamente en la mediacion de la accion de las hormonas tiroideas en la reabsorcion
de Na* (Edelman, 1975). Otra hip6tesis que merece consideracion es que las hormonas
tiroideas estimulan la entrada de Na* del filtrado hacia la célula tubular a través de la
membrana luminal. ElI Na* a concentraciones fisioldgicas atraviesa la membrana del
borde en cepillo luminal del tibulo proximal en su mayoria por el intercambio Na*/H".
(Ulirich y cols., 1975, Sacktor y Cheng, 1981)

Se ha descripto que la absorcién de NaCl y NaHCO3 en el tdbulo proximal de los
mamiferos se ve afectada por el status tiroideo del animal (Michael y cols., 1972; Michael
y cols., 1979; De Santo y cols., 1980; De Santo y cols., 1982) y esta precedida por un
aumento en los niveles circulantes de hormona tiroidea (Walker y cols., 1980). El

transporte de NaCl y NaHCO3 en el tabulo proximal estd mediado por el intercambio Na/H
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en la membrana apical (Preisig y cols., 1987; Preisig y Rector 1988). Se ha descripto que
la actividad del intercambio Na/H en las vesiculas de la membrana apical de la corteza
renal es mayor en animales hipertiroideos que en los hipotiroideos (Kinsella y Sacktor,
1985; Kinsella y cols., 1986). Aunque el efecto en el intercambio Na/H puede estar
mediado en parte por los cambios en la tasa de filtracion glomerular, la hemodindmica
sistémica y/o los cambios neurohumorales (Katz y cols., 1975), se ha demostrado un efecto
directo de la hormona tiroidea sobre la velocidad méaxima del intercambiador Na/H en un
modelo de cultivo de células del tubulo proximal de rifiones de comadreja (Yonemura,
1990). Con la identificacion de cADNs de la isoforma del intercambiador Na/H
(Wakabayashi y cols., 1997), actualmente se disponen de reactivos especificos para
determinar los mecanismos de regulacion del intercambiador Na/H en el tubulo proximal.
La isoforma predominante responsable del intercambio Na/H en la membrana apical del
tibulo proximal es NHE3 (Amemiya y cols., 1995, Biemesderfer y cols., 1993), y un
homologo del NHE3 se expresa en las células renales. La mayoria de los efectos
biolégicos cronicos de la hormona tiroidea estan mediados probablemente por la
activacion de la transcripcion de genes (Ribeiro y cols., 1995). Cano y cols. (1999)
demostraron que la administracion de hormona tiroidea en ratas adultas aumenta la
actividad del intercambiador NHE3 al activar el promotor y la transcripcion del gen NHE3

como asi también incrementa la presencia de proteinas.
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Planteamientos y Objetivos

La disfuncidn tiroidea tiene efectos importantes sobre la funcion renal y el metabolismo
del agua y la sal (Bradley y cols., 1974; Vargas y cols., 2006). Estudios previos han
demostrado que las ratas hipotiroideas tienen dificultad para concentrar la orina y
aumento de la natriuresis cuando hay sobrecarga de sal o agua (Holmes y DiScala,
1970, Taylor y Fregly, 1964; Emmanuel y cols., 1974; Michael y cols., 1972), junto con
imposibilidad de retener el sodio; provocando todo esto un balance negativo de sodio y
muerte cuando se restringe la ingesta de sodio (Fregly y cols., 1962). Sin embargo,
nuestro grupo no observo un aumento en la excrecion de sodio en las ratas hipotiroideas
tratadas con metimazol en las condiciones mencionadas anteriormente (Vargas y cols.,
1991) o en respuesta de presion diuresis- natriuresis (Vargas y cols., 1994). Por otra
parte, en las ratas tratadas con tiroxina se observaron cambios en la hemodindmica renal
y en la reabsorcion de sodio (Vargas y cols, 2006), volumen sanguineo aumentado
(Rodriguez-Gomez y cols., 2003), polidipsia y poliuria (Garcia del Rio y cols., 1997) y
una capacidad reducida para excretar sodio después de una sobrecarga salina
hipertonica (Vargas y cols., 1991) y también se observo un bloqueo en la respuesta de
diuresis-natriuresis de presion (Vargas y cols., 1994) en las ratas hipotiroideas. Todos
estos datos indican que la disfuncion tiroidea se acompafia de cambios importantes en el
manejo renal de sodio.

El hipotiroidismo reduce la presion sanguinea y previene el desarrollo de la hipertension
experimental (Vargas y cols., 2006), mientras que la administracion de T4 incrementa la
PS (Rodriguez-Gémez y cols., 2003) y acelera el curso de la hipertension (Vargas y
cols., 2006). A pesar de que muchos mecanismos pueden influir la presion sanguinea a
corto plazo, la regulacion de la presion sanguinea a largo plazo depende de la excrecion

renal de sodio (Cowley, 1992). La PS aumentada en respuesta al sodio de la dieta
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(sensibilidad a la sal) ha sido descripta en humanos y en animales y se propone como un
factor importante en la patogénesis de la hipertension (Campese, 1994).

Los transportadores tubulares de sodio son responsables de la reabsorcion de sodio y del
balance de liquidos y por lo tanto, estos transportadores son claves para los cambios
observados en la presion sanguinea en la disfuncion tiroidea.

La regulacion del balance de sodio ocurre mayormente a través del control de la
reabsorcion de sodio tubular renal. A pesar que la ATPasa Na-K mantiene activamente
los gradientes idnicos, los ajustes en la excrecion de sodio ocurren en parte a través de
cambios adaptativos en los transportadores de sodio expresados en los diferentes
segmentos de los tiibulos renales, que normalmente representan la tasa limitante en la
reabsorcion tubular de sodio (Kim y cols., 1998, Masilamani y cols., 1999, Masilamani
y cols., 2002). Los transportadores de sodio mas importantes que contribuyen
significativamente a esta regulacion son: el intercambiador tipo 3 Na/H o NHE3 en el
tubulo proximal, el co-transportador tipo 2 bumetanide-sensible Na+K+2Cl o NKCC2
en el asa ascendente de Henle (TAL), el co-transportador tiazida sensible NaCl o TSC
en el tibulo contorneado distal y el canal de sodio epitelial amiloride sensible o0 ENaC
en los tibulos colectores (Reeves y Andreoli, 2001). De esta manera existe un
mecanismo responsable de la reabsorciéon de sodio renal anormal en la disfuncion
tiroidea, probablemente secundario a cambios en la presencia o actividad de los
transportadores de sodio. Asi, se estudio la expresion de los transportadores de sodio en
el estado hipotiroideo, encontrandose resultados contradictorios (Cadnapaphornchai y
cols., 2003; Schmitt y cols., 2003), existiendo poca informacién con respecto al estado
hipertiroideo sobre la expresion de estas proteinas (Cano y cols., 1999; Wang y cols.,
2007). Sin embargo, no se ha llevado a cabo ninglin analisis completo e integral que

incluya una evaluacion funcional y molecular de estos transportadores.
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Con estos antecedentes los objetivos del presente trabajo son:

» Examinar el posible papel modulador de las hormonas tiroideas sobre la sensibilidad
a la sal en ratas, analizando la respuesta de la PS, variables morfologicas, funcion
renal y estrés oxidativo en ratas hiper e hipotiroideas con ingesta de sal aumentada.

» Determinar los efectos del hiper- e hipotiroidismo sobre la funcién de los
transportadores renales de sodio mas importantes (NHE3, NKCC2, NCC y ENaC) y

su correlacion con la expresion y la cantidad de estas proteinas.
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Materiales y Métodos

1. Farmacos e instrumentos utilizados
1.1 Farmacos

Acetazolamida

Acido clorhidrico Tris

Alanil- B-naftilamida

Albiimina sérica bovina

Amiloride

Anticuerpo secundario conjugado de cabra anti-conejo
Anticuerpos policlonales de conejo
Aspartil- B-naftilamida
Cistinil-B-naftilamida

Cloroformo (Sigma)

Dietiltrietidio

Dimetilsulféxido

Etanol

Etil éter

Formaldehido

Furosemida

Glutamil- B-naftilamida
Hidroclorotiazida

Inhibidor de proteasa

Isopropilo de alcohol

Metimazol

NaCl

NaOH
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Oligos

PBS (Sigma)
Pentobarbital sédico
Salino isotonico

Solucién de TRIzol
Sucrosa

Suero salino heparinizado
TampoOn acetato

Tampon salino tribasico

Tiroxina (Merck).

1.2. Instrumentos
Autoanalizador inmunolite 2000
Balanza (Sartorius, Pacisa).
Centrifuga (Grigel).

Congelador -80C°
Espectrofotometro.

Estufa (Selecta).

Hilos de sutura 000.

Jaulas metabolicas individuales (Tecniplast Gazzada, COD).
Material de laboratorio
Pletismoégrafo (Letica).

Politron

54



Materiales y Métodos

2. Experimento 1. Sensibilidad a la sal en el hipertiroidismo experimental

2.1. Animales y distribucion

Para los experimentos realizados en la elaboracion de esta tesis se emplearon ratas macho
de la cepa Wistar, suministradas por el Servicio de Animales de Experimentacion de la
Comision de Servicios Técnicos de la Universidad de Granada. Todos los experimentos
fueron realizados de acuerdo con la guia para cuidados éticos en animales de la

Comunidad Europea.
Los animales fueron distribuidos de la siguiente forma:

Control: Grupo control. (n=8).

Hipotiroideo: Grupo tratado con metimazol en agua de bebida al 0,03% (n=8).
Hipertiroideo-75: Grupo tratado con T4 (75 pg/rata/dia). (n=8).

Los grupos control, hipertiroideo e hipotiroideo, se les asignd una dieta normal con 0.4%
de NaCl o una dieta con un elevado contenido en sal, al 8% de NaCl (n = 8 por grupo).
Para el grupo control, la dieta alta en sal se preparé mezclando 76 g de NaCl con 924 g de
pienso. En los grupos hiper e hipotiroideos se ajusté la concentraciéon de NaCl en el
pienso de acuerdo a las mediciones semanales de peso corporal y registros diarios de la
ingesta de comida a fin de proporcionar la misma dosis que en las ratas control.

Se indujo el hipertiroidismo al inyectar tiroxina por via subcutanea (75 pg/rata/dia),
mientras que se indujo el hipotiroidismo por la administracion continua de metimazol al
0,03% a través del agua de bebida, como se demostr6 previamente (Vargas y cols., 1994;
Garcia del Rio y cols., 1997; Vargas y cols., 2006). Estos tratamientos se administraron

durante 6 semanas.
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2.1.1 Protocolo experimental

Cuando se completo el periodo experimental, todas las ratas fueron introducidas en jaulas
metabolicas (Panlab, Barcelona, Espafia) con acceso libre a la comida y al agua de
bebida correspondiente para cada grupo en estudio, por un periodo de cuatro dias (dos
dias para la adaptacion mas dos dias de experimentacion), durante el cual se cuantifico la
ingesta de comida y de bebida y también se recolectaron las muestras de orina. Se
determinaron: el volumen de orina de 24 horas y el sodio urinario total, potasio,
proteinuria, creatinina, isoprostanos, H,O, (como indices de estrés oxidativo), y
aminopeptidasas (AP) (como marcador de dafio renal). Se compararon entre los grupos
los valores promedios de todas las variables de ingesta y urinarias obtenidas durante los
dos dias de experimentacion. Los balances de agua y sodio se calcularon con respecto a
las pérdidas renales, sin tener en cuenta las pérdidas extrarrenales.

Una vez finalizado el estudio metabolico, se anestesiaron las ratas con etil éter. Se
introdujo en la arteria femoral un catéter de polietileno (PE-50) con 100 unidades de
heparina en una soluciéon de NaCl isotonico estéril para medir la PS, FC y PP intra-
arterial en ratas conscientes y para extraer muestras de sangre

El catéter fue introducido por via subcutanea y extraido a través de la piel en la region
dorsal del cuello. La PS intra-arterial se midi6 a las 24 h después de la implantacion del
catéter femoral. Se registraron de forma continua y directa la PS y la FC durante 60
minutos con una frecuencia de muestreo de 400/s (McLab, AD Instruments, Hastings,
Reino Unido). Los valores de PS y de FC obtenidos durante los ultimos 30 minutos se
promediaron para realizar las comparaciones entre grupos. Posteriormente, se utilizaron

las muestras de sangre extraidas con el catéter femoral para determinar las siguientes
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variables plasmaticas: urea, proteinas totales, electrolitos (sodio y potasio), y las
hormonas tiroideas (FT3 y FTy).

Por ultimo, las ratas fueron sacrificadas por exsanguinacion y los rifiones y los
ventriculos se retiraron y se pesaron. Se dividié al corazon en ventriculo derecho y el
septo del ventriculo izquierdo y ademas el riiidn se secciond para separar la corteza y la

médula.

2.1.2. Determinacion de la presion sistolica mediante pletismografia en el rabo

Se determina la presion arterial de forma incruenta en el rabo de la rata. El sistema
utilizado consta de un manguito de presion conectado a una unidad de insuflado
semiautomatica y a la unidad transductora del pletismografo, a la que también se conecta
un sensor neumatico. La unidad transductora estd conectada con la unidad de registro
visual del pletismégrafo (LE 5001-Pressure Meter, Letica SA, Barcelona, Spain).

Se somete al animal a la temperatura de 36°C durante 30 minutos en una estufa ventilada,
con objeto de producir la vasodilatacion de la arteria del rabo. Alrededor del mismo, y en
su extremo proximal, se coloca el manguito de presion. A continuacidon se coloca el
sensor automatico adecuado a la medida del grosor del rabo de la rata, de modo que
quede ajustado y situado en la cara ventral del rabo junto al manguito. La operacion
puede repetirse transcurrido al menos un minuto. Se realizan varias determinaciones
sucesivas a la misma rata (de 10 a 15 aproximadamente) y se expresa la presion sistolica
como la media de cinco determinaciones sucesivas estables, descartando las primeras y

las Oltimas.
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La presion arterial se determind dos veces en semana a todas las ratas que previamente
habian sido numeradas y clasificadas por grupos, separandolas en sus correspondientes

jaulas.

2.1.3. Cateterizacion de la arteria femoral

Tras anestesiar a la rata, se rasura la zona inguinal. Se practica una incision longitudinal y
se diseca el paquete vasculonervioso, separando con cuidado la arteria del resto de las
estructuras. Una vez realizada la diseccion de la arteria, se pasan por debajo de ella tres
hilos de lino. Se procede entonces a ligar distalmente y se clampa proximalmente la
arteria femoral, para después realizar un pequeno corte en la pared arterial por el que se
introduce la canula. Tras hacerla progresar aproximadamente 1 cm por el interior del vaso

en direccion al corazdn, se inmoviliza anudéndola a la pared vascular con el hilo.

2.2. Procedimientos analiticos

2.2.1. Determinacion de la proteinuria

La proteinuria se determin6 por el método de Bradford (Bradford, 1976). Los electrolitos
y la creatinina en plasma y orina se midieron en un autoanalizador (Hitachi 912, Roche,
Espaia). Los niveles plasmaticos de hormonas tiroideas (T3 y Ty libres) se determinaron
mediante kits de radioinmunoensayo para ratas de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, EE.UU.). Se utiliz6 un kit
de inmunoensayo enzimatico (8-isoprostano EIA Kit Cayman Ann Arbor, MI, EE.UU.)

para medir los niveles urinarios de 8-isoprostanos y previamente se purificaron las
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muestras mediante un kit de purificacion de afinidad (Cayman). El H>O, se midié con un

kit para perdxido de hidrogeno (Cayman).

2.2.2. Determinacion de aminopeptidasas

Las actividades  glutamil  (GluAp), alanil-(AlaAP), aspartil-(AspAp), 'y
cistinilaminopeptidasa (CysAp) se determinaron por duplicado mediante un ensayo
fluorométrico utilizando como sustratos glutamil-alanil-aspartil- y cistinil-B-naftilamida
(Segarra y cols., 2006), En resumen, se incubaron 20 pl de orina durante 60 min a 37°C con
90 pl de una solucion de su correspondiente sustrato (2,72 mg/dl de glutamil-B-
naftilamida, 10 mg/dl de BSA, 10 mg/dl de DTT, y 555 mg/dl de CaCl, en 50 mM Tris-
HCI pH 7,4; 2,14 mg/dl de alanil-B-naftilamida, 10 mg/dl de BSA, 10 mg/dl de DTT en
tampon fosfato 50 mM pH 7,4; 2,58 mg/dl de aspartil-B-naftilamida, 10 mg/dl de BSA,
39,4 mg/dl de MnCl, en 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 5,63 mg/dl de cistinil-B-naftilamida, 10
mg/dl de BSA; 10 mg/dl de DTT en 50 mM Tris-HCI pH 6). Los sustratos se disolvieron
previamente en 1 ml de DMSO y se almacenaron a -20 ° C. Todas las reacciones se
detuvieron por la adicién de 90 pl de tampon acetato 0,1 M pH 4,2. La cantidad de B-
naftilamina liberada como resultado de las actividades de AP se midi6 mediante
fluorescencia con una longitud de onda de emision de 412 nm y una longitud de onda de
excitacion de 345 nm y se cuantific6 mediante una curva estandar de B-naftilamina. Las
muestras correspondientes a los blancos se realizaron por duplicado utilizando una
solucion de incubacion que no contenia el sustrato de la enzima. Las actividades AP
especificas se expresaron como nanomoles de sustrato hidrolizado por minuto por mg de
creatinina. Los ensayos fluorométricos fueron lineales con respecto al tiempo de

hidrdlisis y al contenido de creatinina.
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2.2.3. Determinacion de citoquinas

Las cortezas renales se homogeneizaron en 50 mm HCl-Tris, pH 7.4, con 1% de Triton
X-100, y se centrifugaron 15 minutos a 1000 g.

Las citoquinas IL-2, IL-6, IFN-y, TNF a y VEGF fueron analizadas por tecnologia
Luminex x-MAP con un kit de Millipore (Boston, MA, EE.UU.).

La proteina del tejido se determind con el kit de proteinas DC (Bio-Rad, Madrid,

Espaiia).

2.2.4. Estudio histopatologico

Para la morfologia convencional, se tifieron secciones longitudinales del rifion de rata en
el plano sagital incrustadas en parafina y formaldehido tamponado al 4%, con
hematoxilina, eosina y acido periddico de Schiff. Se evalud la extension de la lesion
vascular (estenosis, arteriopatia hialina e hiperplasia de la miointima mediante el examen
de los perfiles de las arterias y arteriolas en una sola seccion del rifion y contando los
vasos afectados. La presencia de lesiones glomerulares (glomeruloesclerosis y fibrosis
capsular) se evalud en al menos 200 glomérulos. También se evalu6 la atrofia tubular,
necrosis y cilindros tubulares. El estudio morfoldgico se realizé de forma ciega en las
secciones de 4 um con microscopia de luz, utilizando la tincién mas adecuada para cada

lesion.

o Estudio morfométrico

Las muestras fijadas en formalina tamponada al 4% e incrustadas en parafina se

seccionaron en cortes de 5 pm de espesor. Posteriormente, se tifieron con rojo Sirio al 1%
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F3BA (Gurr, BDH Chemicals Ltd., Poole, Reino Unido) para la cuantificacion del
andlisis de imagen. Para mejorar la tincion, los cortes de tejido se mantuvieron después
de la desparafinacion durante 3-5 dias en alcohol al 70%, utilizado como fijador. El rojo
Sirio tifie las fibras conectivas de color rojo oscuro y los nucleos celulares y las
estructuras citoplasmaticas se distinguen en rojo / amarillo brillante (Sweat y cols., 1964).
El  tejido conectivo intersticial y la morfometria glomerular se cuantificaron
automaticamente en cortes histologicos de rifion de rata utilizando varios algoritmos de
procesamiento de imagen desarrollado en una aplicacion de andlisis de imagenes

individuales, Fibrosis HR ® (Masseroli y cols., 1998).

3. Experimento 2. Funcion y Expresion de los transportadores de sodio en ratas con

disfuncion tiroidea.

Al igual que en el experimento anterior, se utilizaron ratas Wistar machos nacidas y
criadas en el servicio animal experimental de Granada. Los experimentos fueron
realizados de acuerdo con las pautas de cuidados éticos de la Unidn europea. Las ratas
que inicialmente pesaban 180-200 g fueron mantenidas con una dieta estandar y agua ad

libitum.

3.1. Animales y distribucion

Los animales se dividieron en tres grupos:

Control: Grupo control. (n=8).

Hipotiroideo: Grupo tratado con metimazol en agua de bebida al 0,03% (n=8).

Hipertiroideo-75: Grupo tratado con T4 (75 pg/rata/dia). (n=8).
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Se indujo hipertiroidismo al inyectar tiroxina de forma subcutinea 300 pg/kg/day
disuelto en 1 pg/ul de salino isoténico (100 ml) mas 1 ml de NaOH. Se indujo
hipotiroidismo por administracién continua de metimazol al 0,03% en agua de bebida. Se
inyectaron las ratas controles con la misma solucidon que las ratas hipertiroideas, pero sin
tiroxina. Estos tratamientos se administraron durante 6 semanas.

Se evalu6 la efectividad de estos tratamientos al comparar la tiroxina sérica (Ty),
trilodotironina sérica (T3), presion arterial sistolica, frecuencia cardiaca y pesos corporales
finales (PCF) y renales (PR) de las ratas controles y tratadas (n=8, por grupo). La presion
arterial y la FC fue determinada del mismo modo que en el experimento 1. Las muestras de

sangre se obtuvieron del catéter arterial para determinar los niveles séricos de T3 y T4,

3.1.1. Protocolo experimental

Seis semanas después de haber inducido hiper e hipotiroidismo, se escogieron al azar ocho
ratas de cada grupo experimental y se ubicaron en jaulas metabolicas individuales
proporcionandoles pienso y agua o una solucion de metimazol ad limitum durante 3 dias
(dos dias de adaptacion y un dia experimental) para determinar la ingesta de agua y bebida y
para recoger la orina. Al final del estudio metabdlico se sometié a los animales a una
sobrecarga intraperitoneal salina isotonica (0.9% NaCl) e hipertonica (3% NaCl) a una tasa
de 3 ml/100 g de peso. Las muestras de orinas fueron tomadas 5 h después de las
inyecciones. Después de un intervalo de 48 h entre cada sobrecarga salina, se
administraron soluciones salinas isotonicas (3 ml/100g) conteniendo los siguientes
diuréticos: acetazolamida (50 mg/kg), un inhibidor de la anhidrasa carbdnica para inducir
el bloqueo de la actividad funcional del NHE3; furosemida (2 mg/kg), un antagonista

selectivo del NKCC2, hidroclorotiazida (20 mg/kg), un antagonista selectivo del TSC y
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amiloride (I mg/kg), un antagonista selectivo del ENaC. Se ha demostrado que estas
dosis bloquean los respectivos iones transportadores (Li y Wang, 2007).

Durante las 5 horas de recoleccion de la orina, las ratas fueron desprovistas de agua y
comida. Antes y después de la recogida de orina, se aplico una ligera presion suprapubica
para asegurarse el vaciado de la vejiga. Se determinaron las siguientes variables en
muestras de orina: volumen urinario (Uy), sodio urinario (Ux,V) y excrecion de potasio
(UkV). Después que los estudios urinarios se completaron, se recogieron muestras de
sangre por puncion aortica y se extrajo corazon, rifidn y tiroides. Se eligi6 la respuesta a las
sobrecargas de NaCl en ratas conscientes porque este método evita el uso de anestesia o
manipulacion quirurgica que puede modificar el nivel de hidratacion basal, lo que podria

ser diferente en controles y animales experimentales.

3.2. Procedimientos analiticos

Los niveles séricos de T4 y T; se determinaron mediante ELISA, adquirido del
Immunoassay System, Baxter, Miami, USA. El Na" y k" urinario fue determinado dentro
de las 4 h después de la recoleccion de la orina, por fotometria de llama (Corning Instru-

ments 435, Halstead, Essex, UK) con litio como estandar interno.

3.2.1. Preparacion de tejidos para western blots

Se determind la expresion de NHE3, NKCC2, TSC y a-ENaC por Western Blot en el

rifidn de las ratas hiper, hipo y eutiroideas (n = 6, por grupo). Los rifiones fueron aislados

rapidamente, congelados y almacenados a -80°C hasta que fueron analizados. El rifidn fue

homogenizado utilizando un homogenizador Politrén en una soluciéon que contenia 250
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mM de sucrosa, un cocktail de inhibidor de proteasa y Tris-HCL mM a un pH de 7,6 y
centrifugados a 1.000 g durante 15 minutos a 4°C. Los sobrenadantes fueron
ultracentrifugados a 100.000 g por una hora y el precipitado fue re-suspendido en el
mismo tampén para obtener preparaciones enriquecidas en proteinas de membrana. Se
determind la concentracién de proteinas en las muestras utilizando un kit de Ensayo de

Proteinas DC (Bio-Rad).

3.2.2. Electroforesis y western blots de proteinas de membrana

Se analizaron 75 png de proteinas con SDS-PAGE utilizando 8% de geles. Después de la
electroforesis, las proteinas se transfirieron a la membrana de nitrocelulosa. La membrana
fue marcada con una tincion de Ponceau, que confirm¢ la uniformidad de la carga de
proteinas y la eficiencia de la transferencia a través de las pruebas de muestras. Después
de bloquear con tampén salino Tri-basico conteniendo 5% de leche desnatada, las
membranas fueron evaluadas con anticuerpos policlonales de conejo anti NHE3, anti
NKCC2, anti TSC y anti a-ENaC (Acris Antibodies, Herford, Germany) utilizados a 1
pg/ml en tampdén bloqueante a 4°C toda la noche. Los anticuerpos ligados fueron
detectados con anticuerpo secundario de cabra anti-conejo (Biomedal, Sevilla, Spain).
Las membranas fueron re-analizadas con anticuerpo policlonal de conejo anti alfa-
tubulina (Labfrontier, Seoul, Korea) a 0,1 pg/ml, como control de sobrecarga y los
anticuerpos ligados fueron detectados con un anticuerpo secundario conjugado HRP
cabra anti-conejo (Biomedal, Sevilla, Spain).

Las bandas se visualizaron utilizando un sistema de quimioluminiscencia Lumiglo

Reserve (KPL, Gaithersburg, MD, USA) y las imagenes fueron captadas utilizando una
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pelicula de radiografia, reveladas y cuantificadas con el programa Image J (National

Institute of Health).

3.2.3. Preparacion de ARN total

Después de sacrificar la rata, se seccion6 la mitad del rifion izquierdo (n=6 por grupo) en
pequefios trozos y se colocod en una solucion de TRIzol (Invitrogen). Los trozos fueron
homogeneizados con un homogenizador de tejidos (PowerGun 125, Fisher Scientific) y
se afiadi6 cloroformo (Sigma). Después de agitar, se incubd6 1 ml de muestra a
temperatura ambiente durante 3 min y se centrifugé a 14.000 rpm durante 15 min. Se
aislé la porcion transparente y se anadio isopropilo de alcohol. Después de agitar, la
muestra se incub6 10 min a temperatura ambiente, seguido por centrifugacion a 14.000
rpm durante 10 min. Se elimind el isopropilo de alcohol después de confirmar la
presencia de ARN en el pellet en el fondo de cada tubo y se anadi6 75% de etanol. Se
repitio la agitacion y la centrifugacion durante 5 min. Después de eliminar el etanol, cada
pellet fue secado y se afiadi6é agua libre de nucleasa (50 pl). Se midi6 la concentracion de
ARN mediante espectofotometro y se determind la pureza al medir A260/A280. Las

muestras fueron almacenadas a -80°C.

3.2.4. Transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

(RT-PCR)

La transcripcion inversa se llevo a cabo utilizando 1 pg de ARN total, oligos al azar y

transcriptasa inversa ImProm-II TM (Promega) en un volumen total de 20 pl. La PCR fue

realizada en el sistema de deteccion iCycler iQ PCR en tiempo real (Bio-Rad, Denmark)
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utilizando un marcador verde (Quiagen). Las condiciones del ciclo de la PCR incluyeron
un paso de calentamiento a 95°C durante 5 min, dejandose luego a 59-60°C durante 45
segundos y extension a 72°C durante 60 segundos. La secuencia de los oligos fueron
NKCC2 de rata 5-CATAACCCATGCCTTTACGA-3’ (seguido), 5’-
TGAAGGAGACTCCGCACAC-3’ (reversa); NHE3 de rata, 5’-
CATTGAGGAGGAACCGAACA-3’ (seguido), 5’-TGGGTGTGAGTGTGAAGGAG-
3’ (reversa); TSC de rata, 5>-CTGCACCGCAAGAAGAGATG-3" (seguido), 5’-
GATGTCAGGAAGGACGTGGA-3’ (reversa); oENAC de rata, 5’-
GAGCCTCAACATCAACCTCAA-3’ (seguido), 5’-AGCCTGGCGAGTGTAGGAA-
3> (reversa); GAPDH 5’-GCTGGGGCTCACCTGAAGG-3> (seguido), 5’-
GGATGACCTTGCCCACAGCC-3" (inverso). Los datos generados del verde SYBR se
analizaron utilizando la Expresion génica Macrote (Version 1.1; modelo matematico Jo

Vandesompele) Bio-Rad

4. Analisis estadistico

La evolucion de la PS y la FC se compar6 mediante un disefio anidado, con grupos y dias
como factores fijos y la rata como factor aleatorio. Se utiliz6é el método de Bonferroni
cuando la diferencia fue significativa. Se aplicé la prueba de ANOVA de una cola para la
comparacion de cada variable al final de los experimentos. Cuando la prueba de ANOVA
fue significativa, se llevaron a cabo las comparaciones por pares utilizando el método de
Bonferroni. Se emplearon las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney para las variables morfométricas. Se considero significativa una P <0,05.

Los datos cuantitativos del segundo experimento se presentan como =+ ES. Para la

comparacion estadistica se utilizo el test-t no pareado (cuando las varianzas fueron las
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mismas) y el test de la suma de los rangos Mann-Whitney (cuando las varianzas
difirieron significativamente entre los grupos). Los valores de p < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.

67
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Resultados

1. Experimento 1. Sensibilidad a la sal en el hipertiroidismo experimental

1.1 Presién sanguinea y frecuencia cardiaca. La grafica de la izquierda (Figura 2)
muestra la evolucion de la presion arterial sistélica (PAS) y de la frecuencia cardiaca
(FC); vy la gréfica de la derecha indica la presion arterial media final (PAM) y la FC
medida por registro directo en los grupos experimentales. Los valores de PAS
aumentaron y disminuyeron en las ratas hipertiroideas e hipotiroideas, respectivamente,
en comparacion con las controles. La ingesta elevada de sal no modificd la presion
sanguinea en ratas controles e hipotiroideas, pero produjo un aumento de la PAS en el
grupo hipertiroideo. La FC aumenté y disminuyé en las ratas hipertiroideas e
hipotiroideas respectivamente, pero no fue modificada por la ingesta de sal en ningln

grupo. Estos datos fueron validados a través del registro directo.
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Figura 2: (Izquierda) Evolucién de la presidn arterial sistdlica (SBP) y de la frecuencia cardiaca (HR) en
los grupos experimentales medidos por pletismografia. (Derecha) Presion arterial media (MAP) y
frecuencia cardiaca (HR) medida por registro directo (arteria femoral) en ratas conscientes, al final del
periodo experimental (seis semanas). Los datos se expresan como medias + E.E.M. * p <0,01, ** p
<0,001 en comparacion con los controles. p <0,01 en comparacion con sus respectivos grupos sin
tratamiento con sal. Para mayor claridad, los simbolos de significacion de las graficas de la derecha solo
se dan al final del periodo estudiado.

1.2. Variables morfologicas. Al final del periodo de estudio (seis semanas), el peso
corporal fue significativamente menor en los grupos hiper e hipotiroideos que en los
controles. La ingesta elevada de sal produjo una disminucion del peso corporal
adicional en ratas hiper e hipotiroideas. ElI peso del rifion y la relacion peso del
rifdn/peso del cuerpo (PR/PCF) aumentaron y disminuyeron significativamente en las
ratas hipertiroideas e hipotiroideas, respectivamente. La ingesta elevada de sal produjo
un aumento adicional del PR y de la relacion PR/PCF en las ratas hipertiroideas. El peso
del corazéon (PC) y la relacion del peso del corazén/peso del cuerpo (PC/PCF)
aumentaron y disminuyeron significativamente en las ratas hiper e hipotiroideas,
respectivamente. La ingesta elevada de sal produjo un aumento adicional del peso del
corazén y de la relacion PC/PCF en todos los grupos y estos efectos se acentuaron mas
en el hipertiroidismo. La relacion ventriculo izquierdo/peso del corazén (VI/PC), un

indice de hipertrofia cardiaca ventricular izquierda, no fue significativamente
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modificado por los tratamientos, lo que indica que se ven afectadas de la misma manera

tanto la masa ventricular izquierda como derecha (tabla 3).

Tabla 3. Variables morfoldgicas en los grupos experimentales

Control  Sal Hipotiroidea  Hipotiroidea- Hipertiroidea  Hipertiroidea-
Sal Sal

PCF (9) 388+11 363+ 265+57*%%% 253 +3.2%%T 302+ 7,0%** 283 £ 5.8%**"
7.4

PR (mg) 1028 + 1038 606 + 17*** 621 + 21*** 1149 + 27%*%* 1265 + 24****"

17 +35
PC(mg) 9436 976+ 546+0.7%* 570+ 11%*** 1043 + g*** 1216 +
9* 11***,++
PRIPCT 266+ 287+ 229+012*  255+011  3.84+0.09%* 448 %
(mg/g) 0.06 0.11 0.06**x**
PCIPCF 243 260+ 207+ 238008 3.41%0.07** 3.96+
(mg/g) 0.04 0.2% 0.06%** 0.06**x**
PVI/PC 0780+ 0791 0.785+£0.008 0.794+0015 0.802+0.012  0.763+0.021
0.009 +
0.006

Los datos se expresan como media + E.E.M. PCF, peso corporal final, PR, peso del rifién, PC, peso del
corazén; PR/PCF, relacion peso del rifidén/peso del cuerpo; PC/PCF, relacion peso del corazon/peso del
cuerpo; PVI/PC, relacion peso del ventriculo izquierdo/peso del corazon; . * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 frente al grupo control; + p <0,05, + + p <0,01, + + + p <0,01 vs sus respectivos grupos no
tratados con sal.

1.3. Variables plasmaticas y niveles de hormona tiroidea. Estos resultados se
resumen en la tabla 4. El sodio plasmatico fue similar en todos los grupos. Los niveles
plasmaticos de potasio aumentaron y disminuyeron en las ratas hipertiroideas e
hipotiroideas, respectivamente, y se redujeron por el alto consumo de sal en las ratas
controles e hipertiroideas. Los niveles plasmaticos de creatinina se redujeron y
aumentaron en las ratas hipertiroideas e hipotiroideas, respectivamente, pero no se

modifico significativamente por la ingesta de sal en ningun grupo.
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Los niveles plasméaticos de calcio se redujeron significativamente en el grupo
hipertiroideo, pero no se modificaron significativamente en el grupo hipotiroideo; el
alto consumo de sal no cambi0 estos niveles en las ratas controles o hipertiroideas, pero
los redujo en el grupo hipotiroideo. Los niveles plasmaticos de proteinas totales se
redujeron y aumentaron en las ratas hipertiroideas e hipotiroideas, respectivamente, pero
no se modificaron por la ingesta elevada de sal en ningin grupo. Los valores de
triiodotironina libre (FTs3) y de tiroxina libre (FT4) se incrementaron y disminuyeron
significativamente en las ratas con hipertiroidismo e hipotiroidismo, respectivamente,
mientras que estos niveles se redujeron por el alto consumo de sal en las ratas con

hipertiroidismo.

Tabla 4. Variables plasmaticas y en los grupos experimentales

Sal Hipotiroidea Hipotiroidea- Hipertiroidea  Hipertiroidea-

Sal Sal
Na 140.0 £ 142.0 143.0+1.12 142.7 £ 1.86 139.8 +1.58 140.4 +0.98
(mEg/1) 0.53 +0.76

K (mEg/l) 420 £ 3.89+ 294 + 3.05+0.08***  6.03 +0.31** 3.95+0.22"
0.08 0.09* 0.08***

Ca (mg/dl) 10.2 + 10.1+ 10.1+0.04 8.85+0.39" 8.50 + 0.04***  8.34 £ 0.18***

0.14 0.11
Urea 447+ 426+ 522+21%* 46.7+ 2.5 413+15 40.1£3.1
(mg/dl) 2.2 1.4
Creatinina 041+  040% 0.58 + 0.49+0.02*"  0.26 £0.04**  0.22+0.01***
(mg/dI) 0.02 0.01 0.01***

Proteinas 5.56 + 563+ 6.01+0.13* 5.54+0.34 4.67 +0.04*** 452 +0.10%**
Totales 0.08 0.10

(g/dl)

FTs 321+ 349+ 1.65+ 147 £0.07%%%  8.10 + 0.30%** 5.03 +
(pg/ml) 0.05 0.09 0.11%%* 0.37%%**
FT, 268+ 298+ 0073+ 0.081 + 756 £0.23%%* 458+058%
(ng/dl) 0.13 041  0.003%** 0.005%**

Los datos s expresan como media + E.E.M. FT3, triiodotironina libre, FT,, tiroxina libre. * p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001 vs el grupo control; + p <0,05, + + + p <0,01 vs sus respectivos grupos no tratados con
sal.
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1.4. Variables urinarias y metabolicas. La ingesta de comida se incrementd y
disminuyé en las ratas hipertiroideas e hipotiroideas, respectivamente. La ingesta
elevada de sal redujo la ingesta de comida en todos los grupos, aunque la reduccion no
alcanzo significacion estadistica en el grupo hipotiroideo. EI consumo de agua aumento
notablemente en las ratas hipertiroideas, y la ingesta de sal duplico la ingesta de agua en
las ratas controles e hipertiroideas, pero no modifico la ingesta de liquidos en las ratas
hipotiroideas. En consonancia con estos resultados, el volumen de orina diaria fue
mayor en las ratas con hipertiroidismo y fue aumentada por la ingesta de sal elevada en
los grupos control, hipertiroideo e incluso hipotiroideo (tabla 6). El balance de agua fue
mayor en las ratas con hipertiroidismo y reducido notablemente en el grupo hipotiroideo
sal. El balance de sodio fue mayor en las ratas hipertiroideas, y el consumo elevado de
sal aumentd el balance de sodio en todos los grupos con respecto a sus controles (tabla
5).

Los balances positivos de agua y de sodio de las ratas hipertiroideas no tratadas se
correlacionan con las pérdidas aumentadas extrarrenales de agua y sodio; (Larsen y
cols, 1998) y un mayor volumen sanguineo (Masseroli y cols., 1998; Rodriguez-Gomez

y cols., 2003; Vargas y cols., 2006) en estos animales.
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Tabla 5. Variables urinarias y metabdlicas en los grupos experimentales

Control Sal Hipotiroidea  Hipotiroiea- Hipertiroidea Hipertiroidea-

s . Sa

Ingesta de 6.68 + 471 + 4,59 + 3.87+ 14.27 + 11.50 +

comida 0.29 0.43** 0.40%*** 0.24%** 1.79%** 0.58***+

(9/100 g) *

Ingesta de 6.27 + 1265+ 7.47+0.79 7.73+1.31 1443 + 33.1+

agua 0.29 1.88** 2.73%** 4,65%****

(ml/100 g) *

Balance de 3.73+ 525+ 3.94+0.61 0.76+056%" 933+ 1.64* 7.73+3.41

agua 0.17 141

(ml/100 g)

Balance de 0.14+ 3.64+ 0.08 £ 0.02 4.05+ 0.42+ 9.07+

sodio 0.01 0.47** 0.36***"** 0.01%** 1.04%%%+

(mmol/100 *

9)

Los datos se expresan como media = E.E.M. Todos los datos se refieren a 24 h. * p <0,05, *** p <0,001
frente al grupo control; + p <0,05, + + p <0,01, + + + p <0,01 vs sus respectivos grupos no tratados con
sal.

La excrecion total de potasio se increment6 y disminuyo en las ratas con hipertiroidismo
e hipotiroidismo, respectivamente, y fue aumentada por la ingesta de sal en las ratas
controles e hipertiroideas. La excrecion de creatinina fue similar en las ratas control e
hipotiroideas y disminuida en el grupo hipertiroideo, mientras que se incrementd por la
ingesta elevada de sal en las ratas con hipertiroidismo. Los niveles de proteinuria fueron
dos veces mayor en las ratas hipertiroideas que en las controles, la ingesta elevada de sal
no modificé estos niveles en las ratas normales o hipotiroideas, pero produjo un
marcado incremento en las ratas con hipertiroidismo. El aclaramiento de creatinina fue
similar en todos los grupos, a excepcién de un valor mas alto en el grupo hipertiroideo

sal (tabla 6).
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Tabla 6. Variables urinarias y renales en los grupos experimentales

Control

Sal

Hipotiroide

Hipotiroidea-
Sal

Hipertiroidea

Hipertiroidea
Sal

Volumen 254 + 740+ 3.08 £0.57 6.91+0.70"" 510+ 1.31% 275+
urinario 0.20 0.80*** 1.22%%%H
(ml/100 g)

UV 699 + 35 794 505 £ 51*** 407 £ 60 971 +£62***% 1331 + 71***"
(nEq/100g) 45

Proteinuria 9.93+ 9.71+ 8.65+ 0.60 9.21+0.37 20.24 £ 29.42 +
(mg/mg 0.74 0.92 1.17%** 1.92%****
creat)

U,V (mglg 4.86 = 482 + 5.35+0.55 6.12 +0.22° 3.52+0.16* 4.08 +0.16*"
rifién) 0.24 0.19

CrC 0,83+ 0.84 + 0.61+0.08 0.88 +£0.04 1.13+0.24 1.48 +£0.13***
(ml/min/g 0.06 0.05

kidney)

Los datos se expresan como medias = E.E.M. UV, excrecion total de potasio, UV,
creatinina; CrC, aclaramiento de creatinina. Todos los datos se refieren a 24 hs. * p <0,05, *** p <0,001
frente al grupo control; + p <0,05, + + p <0,01, + + + p <0,01 vs sus respectivos grupos no tratados con

sal.

excrecion total de

1.5. Excrecidn de nitritos y nitratos. La excrecion urinaria total de nitratos y nitritos

se incremento significativamente en el grupo sal e hipertiroideo sal comparado con los

controles y a su vez el grupo hipertiroideo sal presentdé un aumento significativo con

respecto al grupo hipertiroideo (Figura 3).
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Figura 3: Excrecion urinaria total (24 h) de nitratos y nitritos (NOX) en los grupos experimentales
después de seis semanas de tratamiento. Los datos se expresan como medias + E.EM. * p <0.05, * p
<0,01 en comparacion con los controles ** p <0,001 versus el grupo sal, ** p <0,001 versus el grupo
tratado con T4 (N=7 por grupo)

1.6. Variables de estrés oxidativo. Estos datos se resumen en la figura 4. Los
isoprostanos urinarios y el H,O, fueron similares en las ratas controles e hipotiroideas y
aumentadas en las ratas hipertiroideas. Los niveles de estos parametros se
incrementaron por la ingesta de sal elevada en todos los grupos, pero méas notablemente

en las ratas hipertiroideas.
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Figura 4: Excrecion urinaria total (24 h) de isoprostanos y peréxido de hidrégeno (H,O,) en los grupos
experimentales después de seis semanas de tratamiento. Los datos se expresan como medias + E.EM. * p
<0.05, * p <0,01, ** p <0,001 en comparacién con los controles. + p <0,01, + + p <0,001 en comparacién
con sus respectivos grupos no tratados con sal.

1.7. Aminopeptidasas urinarias. La excrecion urinaria de GIUAP, AlaAP, CysAp y
AspAp aumentd significativamente en las ratas hipertiroideas, mientras que el grupo
hipotiroideo mostrd niveles similares a las controles (figura 5). La GluAp y AlaAP se
incrementaron por el alto consumo de sal en el grupo control, y todas las AP
aumentaron por la ingesta elevada de sal en el grupo hipertiroideo, alcanzando valores
mas elevados que en el grupo control (figura 3), a pesar de sus valores mas altos de
excrecion de creatinina que se utilizaron para normalizar los valores de AP, la ingesta
elevada de sal no modificd de forma significativa las AP urinaria en ratas hipotiroideas,
pero las GIuAp y AlaAP se redujeron en comparacion con sus respectivos grupos no

tratados con sal.
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Figura 5. Niveles urinarios de aminopeptidasas en los grupos experimentales después de seis semanas de
tratamiento. Glutamil-(GIuAP), alanil-(AlaAp), aspartil-(AspAp), y cistinil-aminopeptidasa (CysAp). Los

datos se expresan como medias + E.E.M. * p <0,01, ** p <0,001 en comparacion con los controles. * p<

tratados con sal.
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1.8. Resultados morfométricos. No se encontraron diferencias significativas en el
andlisis entre los grupos en el &rea o porcentaje de tejido conectivo intersticial renal con
una ingesta de sal normal (controles 4,1 + 1,4%, hipotiroideas 4.3% + 1.3, hipertiroideas
5.6% = 2.4), o después de la ingesta de sal elevada (controles 4,8% =+ 1,1, hipotiroideas
6,2% + 2.4, hipertiroideas 3,9% + 0,5). Las ratas hipertiroideas sal mostraron un
aumento significativo de las zonas glomerular y mesangial, en comparacion con las
ratas hipotiroideas sal (32.790 pm? + 406 vs 28.678 um’ + 1.119; 6795 um?® + 2.094 vs.
3321 pm? 623; 25071 pm? + 3.972 vs 16324 pm?® + 4,043, respectivamente (p = 0.029,
Mann-Whitney U-test), lo que indica un papel modulador de las hormonas tiroideas en

el area glomerular, cuando las ratas se encuentran bajo una ingesta aumentada de sal.

1.9. Variables de inflamacion en la corteza renal. La tabla 7 resume las variables
inflamatorias medidas en la corteza renal de los diferentes grupos experimentales. Se
observa que el grupo hipotiroideo present6 niveles mas bajos de IL2, IL6, IFN-y, TNF-a
y VEGF que el grupo control, sin embargo, en las ratas hipertiroideas se observo un
aumento significativo del VEGF con respecto a las controles e hipotiroideas. Los grupos
control e hipertiroideo tratados con sal mostraron una disminucion de las variables
inflamatorias en comparacion a sus respectivos grupos controles. Sin embargo en las
ratas hipotiroideas tratadas con sal se produjo un incremento en las variables
inflamatorias respecto a las no tratadas, pero nunca fue superior a los niveles

encontrados en las ratas controles sin tratar.
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Tabla 7. Variables inflamatorias de los grupos experimentales medidos en la

corteza renal

Cortezarenal ~ IL2 ~ IL6  IFN.y TNF-«  VEGF
Control 105 +13.7 355 +29.0 13.7+1.94 1.53+0.16 2114222
Sal 76.3 + 7.59 251+255" 9.23+1.04 0.99+0.09" 16.3+3.07
Hipotiroidea 51.9 + 4.44° 187 £12.5° 5.98+0.72" 0.71£0.05" 9.08+2.18"
Hipotiroidea+Sal  81.9+10.8"  324+23.7 977+145" 1.07 £0.13 17.4 £3.85
Hipertiroidea 127 +14.6 323+383 14.3+1.13 1.42+0.11 31.0+3.76 "

Hipertiroidea+Sal  82.5+5.91" 279+ 22.6 7.74+051" 1.03+0.08™ 14.3+1.18"

*p<0.05, * p<0.01 versus control o grupo sal; ** p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
Versus sus respectivos grupos hipo o hipertiroidea.

Experimento 2. Funcion y Expresion de los transportadores de sodio en ratas con

disfuncion tiroidea.

2.1. Variables Bioldgicas. Los efectos de la administracion del metimazol o de la
tiroxina sobre las variables bioldgicas se detallan en la tabla 8. A los animales que se les
suministrd tiroxina o metimazol durante seis semanas, ganaron menos pPeso en
comparacion a sus machos controles de la misma edad durante este periodo. El peso
renal, la presion arterial sistélica, la frecuencia cardiaca y los niveles séricos de T3y Ty
disminuyeron e incrementaron en las ratas hipo e hipertiroideas respectivamente. Por lo
tanto, las ratas a las que se les suministr6 metimazol durante seis semanas, desarrollaron
manifestaciones caracteristicas del hipotiroidismo, mientras a aquellas que se les administr6
tiroxina por un periodo similar desarrollaron hipertiroidismo. La ingesta de comida también

disminuyé y aument6 en las ratas hipo e hipertiroideas respectivamente. La ingesta de agua
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incrementd en las ratas hipertiroideas. La diuresis se incrementd en las ratas hipo e
hipertiroideas y el balance de agua y sodio se incremento en las ratas hipertiroideas. EI pH

urinario disminuy6 de forma marcada en las ratas hipertiroideas.

2.2. Respuesta urinaria a la sobrecarga salina intraperitoneal hipertdnica e isotdnica

en ratas hipo e hipertiroideas conscientes

Los resultados de la respuesta urinaria a la sobrecarga salina se resumen en la tabla 8. La
respuesta diurética y natriurética a la sobrecarga isotdnica fue similar en todos los grupos.
La kaliuresis (UxV) disminuyé e incrementd en las ratas hipo e hipertiroideas
respectivamente y consecuentemente la relacion Na/K se incrementd en las ratas
hipotiroideas y se redujo en las ratas hipertiroideas. Uy y UnaV en respuesta a la
sobrecarga salina hipertdnica aumentaron en ratas hipotiroideas y disminuyeron de
forma marcada en las ratas hipertiroideas. (UxV) fue similar en todos los grupos. La
relacion Na/K también se incrementd en ratas hipotiroideas y se redujo en ratas

hipertiroideas.
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Tabla 8. Variables bioldgicas y respuesta renal a la sobrecarga salina (2 mi/100g)
isotonica (NaCl 0.9 %) o hiperténica (NaCl 3%), en ratas controles, hipotiroideas

(tratadas con Metimazol, 0.03 % en agua de bebida) e hipertiroideas (tratadas con T4, 75

ug/rata/dia s.c.).
Metimazol Control T,

Variables Morfolégicas
Peso corporal (g) 266 + 3.7*** 328+4.2 315+ 4.3*
Peso del rifion (g) 0.63 £ 0.02*** 0.94 £ 0.03 1.14 + 0.04***
Variables Hemodindmicas
Presion arterial sistdlica (mmHg) 117 £ 4.0%** 130+ 3.1 156 + 1.9***
Frecuencia cardiaca (latidos/min) 352 £ 6.5** 403 +£9.9 487 £ 17.6***
Variables Metabdlicas
Ingesta de comida (g/100 g) 4.68 + 0.21** 5.65 + 0.23 9.86 + 0.36***
Ingesta de agua (ml/100 g) 9.17 + 0.64 8.77+0.30 142 £1.21**
Diuresis (ml/100 g) 5.58 + 0.43* 4.04 = 0.36 7.67+1.13*
Balance de agua (ml/100 g) 3.59 +0.48 4,73 +0.31 6.52 + 0.49*
Balance de sodio (mmol/100 g) 0.15+0.01 0.17 £ 0.02 0.51+0.07*
Upn 8.33+0.11 7.97+0.19 6.81 £ 0.13***
Niveles de Hormonas Tiroideas
Hormona
T, (ug/dL) 0.5 £ 0.3%** 4.6 +0.3 4] + 5***
T3 (ng/dL) 6 +2.2%** 78 +32 204 + 9***
Sobrecarga salina isotonica
Diuresis (ml/100 g) 0.60 £+ 0.08 0.75+0.10 0.62 £ 0.06
Natriuresis (umol/100 g) 94.4 + 3.36 99.7 + 5.02 100.7 + 6.24
Kaliuresis (umol/100 g) 57.2 +8.18* 83.0 + 8.40 111.1 +14.12
Sobrecarga salina hipertdnica
Diuresis (ml/100 g) 2.5+ 0.08* 2.14+0.10 1.3 +0.06*
Natriuresis (umol/100 g) 867.9 + 10.6* 691.1 + 7.06 546.4 + 8.24*
Kaliuresis (umol/100 g) 203.6 £12.4 196.8 £ 10.3 196.8 £ 13.2

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 versus controles.
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2.3. Respuesta renal a acetazolamida en ratas conscientes y concentracion de
proteinas y expresion de ARNm del NHE3 (Fig. 6)

La administracion de acetazolamida que induce la inhibicion funcional del transportador
de sodio NHE3 produjo disminucién e incremento de la respuesta kaliurética, natriurética
y diurética en ratas hipo e hipertiroideas respectivamente al compararse con las controles.
El andlisis densitométrico de los blots mostrd6 cambios en la expresion del NHE3 en el
grupo hipotiroideo y un aumento marcado en los rifiones hipertiroideos comparado con los
controles. Los niveles de ARNm del NHE3 disminuyeron e incrementaron en la corteza
renal de los rifiones hipo e hipertiroideos, respectivamente, mientras que en la médula renal

no se encontraron diferencias significativas.
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Figura 6: Respuesta diurética, natriurética y kaliurética a acetazolamida (50 mg/kg, ip, en NaCl
isotonico, 3ml/100 g) en ratas conscientes y expresion del NHE3 en el rifion, corteza y médula.

2.4. Respuesta renal a la furosemida en ratas conscientes y concentracion de
proteinas y expresion de ARNm del NKCC2 (Fig. 7)

El blogueo del NKCC2 con furosemida produjo un aumento significativo en la respuesta
natriurética y diurética en las ratas hipotiroideas, mientras que en las ratas hipertiroideas
produjo un incremento de (UxV) al compararse con las controles.

La cantidad de proteina del NKCC2 se increment6 en los rifiones hipertiroideos pero
aumentd considerablemente en los rifiones hipotiroideos. Los niveles de ARNm del
NKCC2 se incrementaron significativamente en la corteza y en la médula renal de ratas
hiper e hipotiroideas, encontrandose mayores niveles en los rifiones de las ratas

hipotiroideas.
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Figura 7. Respuesta diurética, natriurética y kaliurética a furosemida (50 mg/kg, ip, en NaCl isoténico,
3ml/100 g) en ratas conscientes y expresion del NKCC2 en el rifion, corteza y médula.

2.5. Respuesta renal a hidroclorotiazida en ratas conscientes y concentracion de

El bloqueo del TSC con hidroclorotiazida produjo una respuesta diurética y natriurética

similar en todos los grupos. La respuesta kaliurética se incrementd en las ratas

hipertiroideas respecto a las controles. La evaluacion densitométrica reveld que no hubo

diferencias en la densidad de la banda del TSC en los rifiones hipotiroideos, con un

incremento en las membranas renales en los rifiones hipertiroideos comparado con los
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controles. Los rifiones hipertiroideos mostraron un aumento de los niveles de ARNm del
TSC en la corteza y en la médula, mientras que no se observaron cambios significativos

en los rifiones de las ratas hipotiroideas.
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Figura 8: Respuesta diurética, natriurética y kaliurética a hidroclorotiazida (50 mg/kg, ip, en NaCl
isotonico, 3ml/100 g) en ratas conscientes y expresion de TSC en el rifién, corteza y médula.
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2.6. Respuesta renal a amiloride en ratas conscientes y cantidad de proteinas y
expresion de ARNm del a-ENaC (Fig. 9)

El blogueo del a-ENaC con amiloride produjo un aumento significativo de la diuresis y
de la natriuresis en las ratas hipotiroideas, mientras que en las ratas hipertiroideas
produjo una reduccion de la diuresis y de la natriuresis y una aumentada Kkaliuresis,
cuando se compar6 con sus controles. La expresion de las proteinas del a-ENaC fue
similar en los rifiones de ratas hipotiroideas y controles, mientras mostré un descenso
significativo en rifiones hipertiroideos. Los niveles de ARNm del o-ENaC se
incrementaron significativamente en la corteza y médula renal de los rifiones

hipotiroideos y se redujeron notablemente en los rifiones hipertiroideos.

A o o
Diuresis B Natriuresis c Kaliuresis

&7 Il vethimazole 700 e 500 -
Control

LI

Methimazole

Caontrol
T,

400 -

300 -

ml/100g

200 r

nmol/100g
nmol/100g

* %

89



Resultados

lw}
m

Kidney Renal cortex Renal medulla

=
@
=]

*
@
=]

150 Il vetimazole

Control
T,

Il vetimszole

Controf

Il \ethimazole

-
=)
=]
o
=1

@
o
@
o

a-ENaC mRNA (% of control)
8

a-ENaC mRNA (% of control)
w
o

a-ENaC Expression (% of Control)

w
o
w
o

Figura 9: Respuesta diurética, natriurética y kaliurética a amiloride (50 mg/kg, ip, en NacCl isotdnico,
3ml/100 g) en ratas conscientes y expresion del a-ENaC en el rifion, corteza y médula.

La figura 10 muestra imagenes representativas de los western blots, resumiendo los

resultados de los cuatro transportadores en los tres grupos experimentales.
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Discusion

Experimento 1. Sensibilidad a la sal en el hipertiroidismo experimental

» Efecto de un aumento de ingesta salina

Los principales hallazgos del estudio fueron que la dieta con alto contenido de sodio
exacerbd la hipertension, la hipertrofia cardiaca, la hipertrofia renal y la albuminuria; e
incrementd el balance de sodio, el estrés oxidativo y la actividad AP urinaria asociada
con el hipertiroidismo en ratas, inducido por la T4, mientras que las ratas hipotiroideas
fueron resistentes a la elevacion de la PS, la hipertrofia renal y no aparecieron signos de
lesion renal después de la ingesta de sal elevada.

Un aumento de la presidn sanguinea en respuesta a la dieta con alto contenido en sodio
(sensibilidad a la sal) estd bien documentada en los seres humanos y se considera un
factor importante en la patogénesis de la hipertension (Campese, 1994). El presente
estudio muestra que el aumento de sodio en la dieta a través de la ingesta de comida
acelera el aumento de la presién sanguinea inducida por la administracion de T,4. Sin
embargo, la misma sobrecarga de sodio no aument6 la PS en las ratas controles e
hipotiroideas. Estos datos difieren de un estudio reciente de nuestro laboratorio, en
donde una sobrecarga cronica de NaCl al 2% en el agua de bebida produjo un
incremento moderado de la PS en las ratas Wistar macho (Cruz y cols., 2011). Estas
discrepancias pueden reflejar las diferentes consecuencias fisiopatoldgicas de las
distintas vias de administracion de sal utilizadas. De este modo, cuando se administra la
sal en el agua de bebida se produce un sindrome de poliuria-polidipsia, y el balance de
sodio se altera por la ingesta elevada de liquidos que conduce a un circulo vicioso sed-
ingesta salina-sed. Sin embargo, cuando se administra en la comida, la ingesta de agua

diluye el exceso de sodio y facilita su excrecion.
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Se ha demostrado que las ratas hipertiroideas presentan anomalias en la hemodinamica
renal y una respuesta disminuida de presién diuresis-natriuresis (Garcia-Estaf y cols.,
1994; Vargas y cols., 1994; Moreno y cols., 2008), lo que puede afectar al manejo renal

de sodio y por lo tanto participar en la sensibilidad a la sal en estos animales.

> SalyNO

El NO juega un papel importante en la funcion renal y la excrecion de sodio y regula la
respuesta homeostatica a una ingesta de sodio aumentada (Shultz y Tolins, 1993). Asi,
Shultz y Tolins (1993) demostraron que la ingesta de sal elevada en ratas durante 2
semanas provocd un aumento de la concentracion sérica y la excrecion urinaria de los
productos de descomposicion del NO (NOx) e incluso, méas recientemente se ha
utilizado la sobrecarga de sal como un mecanismo para activar la produccion de NO
(Newaz y cols., 2004). En relacién con ello, el presente estudio confirma que el
aumento en la produccion de NOXx renal se observa después de la ingesta elevada de sal.
Nuestro grupo describié un aumento en los niveles plasméaticos de NOx en las ratas
hipertiroideas (observaciones no publicadas), datos que se confirman con la elevacion
en la excrecion urinaria de NOx en las ratas hipertiroideas del presente trabajo. La
figura 5 ademas indica que el tratamiento conjunto de hormona tiroidea y sal produce un
efecto aditivo en la produccion de NOx, fendbmeno que puede ser un mecanismo
homeostatico para facilitar la excrecion renal de sodio en estos animales que presentan
anomalias en el manejo renal del mismo (Vargas y cols., 1991, Vargas y cols., 1994). Se
ha demostrado que la angiotensina Il (Garcia-Estafi y cols., 1995) y el estrés oxidativo

(Moreno y cols., 2008) desempefian un papel importante en estas anomalias.
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» Sal y Estrés Oxidativo en el hipertiroidismo

El hipertiroidismo en ratas estad asociado con una actividad enzimatica antioxidante
reducida en los tejidos renal y cardiaco, y se observé un aumento dosis-dependiente del
malonildialdehido o MDA plasméatico y de la excrecion urinaria de 8-isoprostanos en
ratas tratadas con T, (Moreno y cols., 2005). Ademas, el tempol, un mimético de la
superoxido dismutasa (Mitchell y cols., 1990), atenta el desarrollo de hipertension
inducida por la T4 (Moreno y cols., 2005) y mejora las variables hemodinamicas renales
y la respuesta de presidn diuresis natriuresis en ratas (Moreno y cols., 2008). Estas
observaciones indican que el hipertiroidismo produce un aumento del estrés oxidativo.
Por otra parte, se ha demostrado que la sobrecarga salina incrementa la actividad de la
NAD(P)H oxidasa (Lenda y cols., 2000) y la excrecién urinaria de isoprostanos (Cruz y
cols., 2011).

En el presente estudio, los isoprostanos y el H,O; urinarios, marcadores del aumento
del estrés oxidativo endégeno (Fam y Morrow 2003; Dutta y cols., 2006), se
incrementaron en las ratas con hipertiroidismo y fue debido al alto consumo de sal en
todos los grupos, mas notablemente en el grupo hipertiroideo. Estos resultados indican
que el estado hipertiroideo sensibiliza a las ratas al estrés oxidativo inducido por un
aumento de la ingesta de sal. Sin embargo, no se puede descartar la participacion de
otros potenciales factores antidiuréticos y antinatriuréticos. Asi, la endotelina y la
vasopresina, que se estimulan de manera compensatoria cuando el sistema renina-
angiotensina esta atenuado (Letizia y cols., 1997), se encuentran aumentadas en las ratas
con hipertiroidismo (Vargas y cols., 2006). Ademas, la activacion del sistema renina-
angiotensina intrarrenal por el receptor metabolico GPR91 del succinato, estrechamente

asociado con el estrés oxidativo, tiene una sustancia similar a una hormona con funcion
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de sefializacion en los conductos colectores de la nefrona distal, que es la principal
fuente de (pro) renina en algunas enfermedades (Peti-Peterdi, 2010). Por ultimo, las
hormonas tiroideas pueden producir retencion de sodio al actuar directamente sobre los
sistemas de transporte (por ejemplo, Na'/H" + y Na'- K'- ATPasa) en los tibulos

renales (Katz, 1982; Yonemuray cols., 1990).

» Ingesta de sal elevada y efectos de los biomarcadores de inflamacion en el

hiper e hipotiroidismo experimental.

Los primeros trabajos de Meneely y cols. (Meneely y cols., 1953; Meneely y Ball,
1958) demostraron que el aumento de la ingesta de sal promueve una reduccion dosis-
dependiente de la vida media de las ratas; y los resultados destacados en estos estudios
fueron lesiones vasculares e insuficiencia renal. En modelos animales de enfermedad
renal progresiva, la sal en la dieta también juega un papel en la progresion de la
enfermedad. Por el contrario, la restriccion de sal de la dieta ha demostrado ser tan
eficaz como la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina en la prevencién de
lesion glomerular (Weir y Dworkin, 1998) y la utilizacion de diuréticos en la reduccion
de la esclerosis glomerular en ratas espontaneamente hipertensas uninefrectomizadas
(Benstein y cols., 1990).

Se han realizado muchos estudios analizando el papel del TGF-B1, un agente
profibrotico esclerogénico en diversas patologias (Border, 1990; Dahly y cols., 2002),
en el efecto lesivo de la sal sobre el rifion. Asi, se ha descrito que la sal de la dieta
produce un aumento en los niveles de ARNm del TGF-B1 en la corteza renal de ratas
Sprague-Dawley, no observandose cambios en la presion sanguinea pero, en un dia de

consumo de sal si ocurrieron los cambios mencionados y persistieron a lo largo del
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experimento (Ying y cols., 1998). La ingesta de sal aumentada también ocasioné un
aumento en la produccién de TGF-B1 en los anillos aorticos, y el efecto se perdio tras la
eliminacion del endotelio (Ying y cols., 1999). Sin embargo, hay menos estudios sobre
el papel proinflamatorio de la dieta rica en sodio.

Una dieta con alto contenido de sal, 8%, provoca activacion del receptor AT, causando
un aumento de la produccion de EROs y estrés oxidativo mediante la activacion y/o
regulacion al alza de la NAD(P)H oxidasa en el rifion y los tejidos cardiovasculares
(Chandramohan y cols., 2008). Ademas, la activacion del receptor AT; promueve la
inflamacién estimulando la produccion de citoquinas proinflamatorias y profibréticas, y
quimioquinas; asi como la expresion de moléculas de adhesion, lo que puede conducir a
infiltracion de leucocitos, fibrosis y lesion tisular (Conger y cols., 1989). Ademas, se
sabe que el NF-kB activa numerosos genes proinflamatorios, incluyendo el TNF-a, IL-
6, interferon-y, y quimioquinas como CCL28 (Baldwin, 1996; Ghosh y cols., 1998;
Venkatesha y cols., 2004; Nakamichi y cols., 2005). En este sentido, Gu y cols. (2006)
demostraron que 5 semanas bajo una dieta con alto contenido en sal produce la
activacion del NF-kB vy la regulacion al alza del TNF-a en los rifiones, asociado con el
desarrollo de hipertension, albuminuria, y marcadas alteraciones histoldgicas renales,
incluyendo infiltracion tuabulo intersticial de células inflamatorias en las ratas Dahl SS.
También observaron que los niveles plasméaticos de TNF-o se incrementaron
significativamente en las ratas Dahl SS con una dieta rica en sal, en comparacion con
una dieta con bajo contenido en sal y que aumentaron fisiolégicamente la concentracion
de sodio (10 mmol/l) que estimula directamente la activacion del NF-kB en células
epiteliales cultivadas del tabulo proximal renal en humanos. Estos hallazgos confirman
la hipdtesis de que la activacion del NF-kB y la regulacion al alza del TNF-a son los

mecanismos renales mas importantes que vinculan la respuesta proinflamatoria con la
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hipertension SS (Gu y cols., 2006). Asi, hay otros autores que también evidencian que
la respuesta renal pro-inflamatoria, como la acumulacion de células inmunes en los
riflones, podria tener un papel importante en la retencién de sodio y por lo tanto en el
desarrollo de hipertensién (Rodriguez-Iturbe y cols., 2002 (b)). A su vez hay estudios
que demuestran que una reduccion en el infiltrado celular inflamatorio renal previene el
desarrollo de hipertension SS. (Rodriguez-Iturbe 2002 (c)).

Nuestros datos (tabla 7) muestran que las ratas hipotiroideas tienen una reduccion en las
variables inflamatorias, hallazgo que puede estar en consonancia con el efecto protector
del hipotiroidismo sobre las agresiones renales (Conger y cols., 1989). También se ha
visto el efecto protector de la tiroidectomia en un modelo de rata con insuficiencia renal
cronica. Nuestros datos demuestran, ademas; que la dieta rica en sodio produjo una
disminucion de las variables inflamatorias en los grupos control e hipertiroideo respecto
a sus grupos controles. Sin embargo en las ratas hipotiroideas tratadas con sal se
produjo un incremento en las variables inflamatorias respecto a las no tratadas, pero
nunca fue superior a los niveles encontrados en las ratas controles sin tratar. El hecho de
que la dieta rica en sodio no aumente los niveles de las variables inflamatorias en la
corteza renal de las ratas controles e hipertiroideas (sal sensibles) contrasta con los
articulos previamente citados, sin que tengamos una explicacion razonable para esta
discrepancia, especialmente cuando estos animales presentaron un aumento de las
variables de estrés oxidativo, que segin se ha descrito (Chandramohan y cols., 2008)
actian como factores desencadenantes de la inflamacién. Por otra parte, también se ha
descrito (Liu F y cols., 2011) que los niveles de VEGF-C aumentan significativamente
en los sujetos sensibles a la sal tras una ingesta de sal aumentada, sugiriendo los autores
que el VEGF-C podria ser utilizado como un biomarcador de sensibilidad a la sal,

fendmeno que no se confirma en nuestro estudio.
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» Efectos de la sal sobre la morfologia

Los datos morfolégicos muestran que la masa cardiaca aumentd y disminuyo
significativamente en los grupos hipertiroideos e hipotiroideos, respectivamente. La
relacion del peso del ventriculo izquierdo con el del corazén, un indice de la hipertrofia
cardiaca ventricular izquierda, no se modifico significativamente por los tratamientos,
lo que indica que la disfuncion tiroidea afectd por igual a la masa ventricular izquierda y
derecha. Estos datos son similares a observaciones previas de nuestro grupo (Vargas y
cols., 2006; Wangensteen y cols., 2006). La ingesta de sodio puede modular la masa
cardiaca (Rugale y cols., 2003). Por lo tanto, una alta ingesta de sodio aumenta la masa
cardiaca en ratas normotensas (Yuan y Leenen, 1991) y agrava la hipertrofia cardiaca en
ratas hipertensas (Frohlich y cols, 1993). Por el contrario, una ingesta baja en sodio
previene la hipertrofia cardiaca asociada con la hipertension Goldblatt “two kidneys one
clip” (Pasquié y cols., 1994) y la hipertensién producida por la administracion de ANG
Il (Morgan y cols., 1998), independientemente de la reduccion de la PS. En el presente
estudio, el consumo elevado de sal produjo un aumento del peso del corazén y de la
relacion peso del corazén/peso corporal en todos los grupos, mientras que las ratas

hipertiroideas mostraron mayor sensibilidad a la hipertrofia cardiaca inducida por la sal.

» Niveles plasmaticos de hormonas tiroideas, creatinina y proteinuria tras una

elevada ingesta de sal

La ingesta elevada de sal redujo los niveles plasmaticos de hormonas tiroideas en las

ratas con hipertiroidismo, en consonancia con los niveles bajos de hormona tiroidea

observados en diferentes modelos de hipertension sal dependientes (MacParland y
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Rapp, 1982; Vargas y cols., 1988; Cruz y cols., 2011). Se cree que este fendmeno esta
mediado por la accion de una sustancia no identificada, denominada «factor depresor
del tiroides™ por Threatte y cols. (1982). Las lesiones renales también se asocian con
concentraciones bajas de hormona tiroidea, debido a los efectos centrales, a cambios en
el metabolismo hormonal periférico y a la union a proteinas de la hormona tiroidea (Van
Hoek y Damineta, 2009). Ademas, se sabe que las enfermedades no tiroideas
concomitantes pueden suprimir las concentraciones séricas de T4 (Peterson y Gamble,
1990), como se observa en el presente grupo hipertiroideo sal.

La creatinina plasmatica se redujo y aument6 en las ratas hipertiroideas e
hipotiroidismo, respectivamente. Estos resultados son comparables con los cambios en
la creatinina plasmaética observada en humanos (Threatte y cols., 1982) y gatos (Van
Hoek y Damineta, 2009). La reduccion de la concentracion sérica de creatinina en el
hipertiroidismo puede ser debido a la produccion disminuida por una masa muscular
reducida (Ford y cols., 1989), mientras que el aumento observado en el hipotiroidismo
es causado por la funcion glomerular disminuida y aumento de generacion de creatinina
por miopatia y rabdomiolisis (Sekine y cols., 1993). Por otra parte, estos cambios en la
creatinina plasmatica pueden, en parte, ser explicados por la expansion y dilucién del
volumen; y por la disminucion del volumen en ratas hiper e hipotiroideas,
respectivamente, como lo indicaron los niveles plasmaticos de proteinas. Los valores
del aclaramiento de creatinina no presentaron cambios en nuestras ratas hipertiroideas,
lo que no tiene relacion con la disminucion de la tasa de filtracion glomerular observada
en los experimentos de presion-natriuresis en ratas hipertiroideas anestesiadas (Moreno
y cols., 2008; Vargas y cols., 1994). En los ultimos experimentos, la tasa de filtracion
glomerular se midi6 como aclaramiento de [3H] de inulina, y se administraron varias

hormonas para controlar las influencias neuronales y hormonales, a las cuales las ratas
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hipertiroideas podrian ser mas sensibles, como se sugirié en nuestra primera publicacion
sobre este tema (Vargas y cols., 1994).

Los niveles de proteinuria fueron dos veces mayores en las ratas hipertiroideas. La
proteinuria es habitual en las ratas (Moreno y cols., 2005; Rodriguez-Gémez y cols.,
2003) y en los seres humanos con hipertiroidismo (Ford y cols., 1989), sin estar
relacionado con la actividad del sistema renina-angiotensina, con los niveles de PS
(Rodriguez-Gomez y cols., 2003), o con el estrés oxidativo (Moreno y cols., 2005). La
proteinuria se agravd por la mayor ingesta de sodio en las ratas con hipertiroidismo.
Esta observacion estd en concordancia con los estudios en los que la restriccién de sodio
en la dieta evita la proteinuria en ratas espontaneamente hipertensas (Benstein y cols.,
1990), nefrectomizadas 5/6 (Dworkin, 1996), y ratas hipertensas por angiotensina Il

(Rugale y cols., 2003).

» Aminopeptidasas como biomarcadores precoces de dafio tubular renal

Hay una necesidad urgente de mejorar los biomarcadores que permitan un mejor
diagnostico de la enfermedad renal. Pueden ser Utiles para el diagnéstico precoz y
valoracion de la gravedad de la lesion, para guiar las terapias necesarias, y para vigilar
la progresion de la enfermedad, evolucion y la resolucion de la misma. Cuando las
células tubulares estdn dafiadas, liberan enzimas tubulares dentro del ultrafiltrado
aumentando la actividad enzimética urinaria. Los marcadores urinarios de dafio tubular
(Price, 1992), tales como la proteina transportadora de retinol o la N-acetil-pB-
glucosaminidasa, se elevan en los seres humanos con hipertiroidismo (Ford y cols,
1989; Nakamura, 1991) y en los gatos (Van Hoek, 2009). En este trabajo, se analizo la

excrecion urinaria de GIUAP, AlaAP, CysAp y AspAp como posibles biomarcadores de
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disfuncion tubular en la disfuncion tiroidea y tras un aumento en la ingesta de sal. El
aumento de los niveles urinarios de AP en ratas tratadas con sal y con tiroxina sugiere
que la ingesta elevada de sal y el estado hipertiroideo tienen efectos aditivos causando
disfuncion tubular. Por el contrario, el estado hipotiroideo resulto resistente a los efectos
de la sal sobre la actividad AP urinaria, indicando que el estado hipotiroideo puede
prevenir la enfermedad renal crénica. En este contexto, se observd (Conger y cols.,
1989) una reduccién en la proteinuria y menor deterioro de la funcién renal, en ratas con
insuficiencia renal, tras la tiroidectomia. Ademas, en otro entorno experimental,
observamos que los niveles de AP aumentan incluso antes de la elevacion de la
excrecion total de proteinas en las ratas hipertiroideas (observaciones no publicadas).
Por lo tanto, desde un punto de vista diagndstico, se puede concluir que los valores

urinarios de AP son marcadores pronésticos adecuados de lesion renal.
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Experimento 2. Funcion y Expresion de los transportadores de sodio en ratas con

disfuncion tiroidea.

La identificacion de los transportadores renales de sodio ha permitido un mejor
entendimiento del manejo renal de sodio en diferentes enfermedades. Nuestro
laboratorio se ha centrado en la comprension de las bases fisiologica y molecular de la
homeostasis de sodio en la disfuncion tiroidea (Vargas y cols., 1991; Vargas y cols.,
1994; Rodriguez-Gomez y cols., 2003, Garcia del Rio y cols., 1997). Estudios previos
sugieren que la alteracion en la regulacion de los transportadores renales de sodio
contribuye a la dificultad para excretar sodio en numerosas enfermedades
cardiovasculares 'y en la disfuncion tiroidea (Reeves y Andreoli, 2001;
Cadnapaphornchai y cols., 2003; Schmitt y cols, 2003; Cano y cols., 1999; Wang y
cols., 2007). Sin embargo, no se ha realizado un analisis integral y completo incluyendo
una evaluacién molecular y funcional. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
examinar los mecanismos funcionales y moleculares que contribuyen a las
anormalidades del sodio urinario en la disfuncion tiroidea. Se ha proporcionado
evidencia funcional y bioquimica de que las hormonas modulan positivamente la
expresion y actividad del NHE3 en el tabulo proximal. Este hecho puede participar en
los niveles disminuidos o aumentados de la presion sanguinea de las ratas hipo e
hipertiroideas, respectivamente. Estas alteraciones son contrarrestadas por la regulacion
funcional al alza del NKCC2 y del a-ENaC en los segmentos de la nefrona de ratas
hipotiroideas y por una regulacion funcional y bioquimica a la baja del a-ENaC en ratas
hipertiroideas, probablemente con el objeto de mantener el balance de sodio (figura 11).
Sin embargo, la respuesta al bloqueo del TSC fue normal, pero la presencia de proteinas

fue mayor en las ratas con hipertiroidismo, lo que sugiere que las hormonas tiroideas
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pueden afectar, por separado la actividad o expresion de algunos transportadores de
sodio. Alteraciones en la expresion o en la actividad de los transportadores de sodio
pueden llegar a ser funcionalmente relevantes si los rifiones hipo e hipertiroideos son
sometidos a sobrecargas salinas 0 hemodinamicas.

Dado que una solucién salina isotonica fue el vehiculo para la administracion diurética,
se caracterizd el manejo de sodio y agua después de una sobrecarga salina isotonica en
las ratas hiper e hipotiroideas. La respuesta diurética y natriurética a la sobrecarga salina
isotonica fue similar en ratas hipo e hipertiroideas al ser comparadas con sus controles.
Esta observacion es interesante porque permite comparar la respuesta al bloqueo directo
de los transportadores de sodio.

En condiciones basales las ratas hipertiroideas muestran un incremento de la diuresis,
natriuresis y kaliuresis como fue demostrado previamente por nuestro laboratorio
(Vargas y cols., 1991). La poliuria y el aumento en la excrecion de sodio también han
sido demostrados en las ratas hipertiroideas aun cuando la ingesta de pienso y agua fue
ajustada a los controles, sugiriendo que es secundario al catabolismo aumentado (Wang
y cols., 2007). Se sabe que la diuresis de un soluto aumenta el flujo urinario, lo que
podria estar relacionado con la poliuria del hipertiroidismo independientemente de la
ingesta de sodio aumentada. Es interesante destacar que la diuresis de este soluto se
asocia al hipertiroidismo a pesar de la expresion aumentada de numerosos
transportadores incluyendo NHE3, NKCC2 y el TSC. Sin embargo cuando las ratas
hipertiroideas son sometidas a una sobrecarga salina hipertonica estos animales
responden con disminucion de la diuresis y natriuresis (tabla 8), lo que esta de acuerdo
con estudios previos de nuestro laboratorio que demuestran que cuando las ratas
hipertiroideas son sometidas a restriccion hidrica o a una sobrecarga salina hipertonica

(3% NaCl) (i.p.) estos animales responden con una disminucion de la diuresis y de la
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natriuresis y una osmolalidad incrementada y produccion de AVP (Vargas y cols,
1991). La respuesta aumentada de AVP en las ratas hipertiroideas a estos estimulos se
ha confirmado luego por Mogulkoc y Baltaci (2006). Estos incrementos de la respuesta
de AVP pueden aumentar agudamente los transportadores de sodio NKCC2 y TSC
(Ecelbarger y cols, 2001) y por lo tanto incrementar la reabsorcién de sodio en estas
ratas. Ademas, la excrecion reducida de sodio tras la sobrecarga salina hipertonica en el
grupo hipertiroideo podria estar mediada por la respuesta atenuada de natriuresis de
presion de estos animales (Vargas y cols., 1994). Teniendo en cuenta que la presion
sanguinea aumentada es parte de la respuesta hemodinamica homeostatica a la
sobrecarga salina hipertonica para facilitar la excrecion renal de sodio con el objeto de

restablecer el balance de sodio (Wangensteen y cols., 2004).

»  Respuesta renal a acetazolamida en ratas conscientes y niveles renales de

proteinas y expresion de ARNm del transportador NHE3

Cuantitativamente, el intercambiador Na*/H" es el responsable de la mayor parte de la
reabsorcién de sodio en el tibulo proximal. La administracion de acetazolamida, que
induce la inhibicion funcional del transportador de sodio NHE3, produjo una respuesta
diurética, natriurética y kaliurética disminuida y aumentada en ratas hipo e
hipertiroideas, respectivamente, al ser comparadas con los controles. La cantidad de
proteinas y los niveles de NHE3 en la corteza estuvieron en consonancia con las
observaciones funcionales. Trabajos previos han demostrado una disminucion en la
presencia de proteinas en la corteza renal del NHE3 (Cadnapaphornchai y cols., 2003) y
en western blots de las preparaciones de membrana de todo el rifion (Schmitt y cols.,

2003) de ratas hipotiroideas y Chen y cols. (Chen y cols, 2005) demostraron que la
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concentracion de proteinas del NHE3 se correlacion6 con la concentracion de T, sérica.
Sin embargo, Azuma y cols. (1996) no encontraron diferencias en la concentracién de
proteinas del NHE3 en la membrana cortical renal en ratas hipotiroideas, eutiroideas e
hipertiroideas, a pesar que los niveles de ARNm del NHE3 fueron significativamente
mayores en ratas hipertiroideas. Nuestros datos concuerdan con el efecto conocido de la
T para estimular la actividad del NHE3 directamente al activar la transcripcion del gen
NHE3 y el aumento en la concentracién de proteina del NHE3 (Cano y cols., 1999;
Yonemura y cols., 1990). A pesar del efecto directo de las hormonas tiroideas, los
niveles de angiotensina disminuidos en el hipotiroidismo y aumentados en el
hipertiroidismo (Ganong, 1982), también podrian jugar un papel importante en la
modulacion de la actividad y expresion del NHE3 en nuestros grupos experimentales.
Asi, se ha descrito que la angiotensina estimul6 la actividad del intercambiador Na*/H*
(Gesek y Schoolwerth, 1991) e incrementé la concentracion del mismo (Kwon y cols.,
2003).

Los cambios en la actividad funcional y en la expresion del NHE3 observado en ratas
hipo e hipertiroideas podrian contribuir a los cambios en la presion arterial observada en
estas alteraciones hormonales (tabla 8). En este sentido, se ha observado un aumento de
la actividad del intercambiador Na'/H" en células del tibulo proximal de ratas jovenes
SH (Gesek y Schoolwerth, 1991). Ademas, el aumento de la actividad del
intercambiador Na'/H" en ratas con hipertiroidismo podria explicar la disminucion del
pH urinario de estos animales. Por otra parte, el pH urinario normal en ratas
hipotiroideas concuerda con estudios anteriores que muestran que bajo condiciones
controladas las ratas hipotiroideas no mostraron ningun signo de acidosis metabolica o
pérdida de bicarbonato urinario a pesar de la regulacion a la baja del NHE3 (Mohebbi y

cols., 2007). Esto se explica por un aumento compensatorio de la expresion del
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intercambiador cloruro/bicarbonato en las células intercaladas tipo A. Sin embargo,
después de la induccion de acidosis metabolica con una sobrecarga oral de NH4CI, se
observé una acidosis metabdlica més pronunciada en las ratas hipotiroideas (Mohebbi y

cols., 2007).

» Respuesta renal a furosemida en ratas conscientes y niveles renales de

proteinas y expresion de ARNm del transportador NKCC2

El co-transportador NKCC2 localizado en el TAL cortical y medular es el principal
mediador de la reabsorcion de sodio en la membrana apical del TAL. Aproximadamente
el 20% del total de la reabsorcion de NaCl se lleva a cabo a través del transporte
ubicado en el TAL. El blogueo del NKCC2 con furosemida produjo una respuesta
diurética y natriurética significativamente mayor en ratas con hipotiroidismo, mientras
que en ratas hipertiroideas produjo una respuesta diurética y natriurética normal. El
aumento de la proteina del NKCC2 y sus niveles de ARNm se incrementaron en los
rifiones hipertiroideos pero mas notablemente en los rifiones hipotiroideos.

El aumento de la proteina del NKCC2 en los rifiones hipotiroideos también fue
observado por Schmitt y cols. (2003) que mostré un marcado incremento en el analisis
densitométrico del NKCC2 y en el andlisis histoquimico, un aumento del mismo en los
rifones hipotiroideos. Por el contrario Cadnapaphornchai y cols. (2003) describieron
que la proteina NKCC2 se redujo significativamente en la corteza y médula externa de
los rifiones hipotiroideos.

El aumento de proteinas del NKCC2 de los rifiones hipertiroideos mostrado en la figura
7 concuerda con el estudio realizado por Wang y cols. (2007) en ratas hipertiroideas

alimentadas ad libitum y con ingesta ajustada a las controles.
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Evidencias experimentales indican que el aumento del NKCC2 esta en parte, regulado
por los niveles plasmaticos de ANG Il a través de los receptores AT; (Kwon y cols.,
2003) y por la vasopresina (Ecelbarger y cols., 2001) a través del receptor V;, (Kim 'y
cols., 1999). Aunque los niveles elevados de vasopresina se han implicado en el
incremento de proteinas del NKCC2 en ratas tratadas con metimazol (Schmitt y cols,
2003), nosotros no observamos cambios significativos en la vasopresina urinaria en
ratas tratadas con metimazol, incluso se observd una respuesta reducida de la
vasopresina a la restriccion hidrica o a una sobrecarga salina hipertonica (Vargas y cols.,
1991). Estas diferencias sugieren que una alteracion de la reabsorcion tubular proximal,
como indica la respuesta reducida a la acetazolamida, con el consiguiente aumento del
aporte distal de sodio, puede ser un factor compensatorio causal de la hiperactividad del
NKCC2 en ratas hipotiroideas. En este sentido, se ha demostrado que un aporte
aumentado de sodio distal, incrementa la capacidad de transporte de la nefrona distal
(Stanton y Kaissling, 1998).

Se ha demostrado que el gen NKCC2 es un candidato a interaccionar con el locus
inductor de hipertension en la hipertension esencial humana (Glorioso y cols., 2001) y
en modelos experimentales de hipertension sal sensible en ratas (Li J y Wang, 2007,
Kim y cols.,, 2006). La respuesta funcional normal a la furosemida en ratas
hipertiroideas sugiere que el NKCC2 no parece desempefiar un papel en la hipertension
asociada al hipertiroidismo, al menos en condiciones normales, probablemente porque
este tipo de hipertension es un modelo dependiente de renina (Garcia del Rio y cols.,

1997).
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»  Respuesta renal a hidroclorotiazida en ratas conscientes y niveles renales de

proteinas y expresion de ARNm del transportador TSC

El transportador de sodio TSC localizado en el tdbulo contorneado distal tiene un papel
importante en la regulacion de la excrecion renal de sodio. El blogqueo del TSC con
hidroclorotiazida produjo una respuesta similar diurética y natriurética en todos los
grupos. La evaluacion densitométrica no reveld diferencias en la densidad de la banda
del TSC en los rifiones hipotiroideos, datos que concuerdan con los observados
previamente por Schmitt y cols. (Schmitt y cols, 2003). Los rifiones hipertiroideos
mostraron un aumento en la densidad de la banda del TSC y del ARNm en la corteza y
médula. Estas observaciones pueden estar mediadas por el aumento en los niveles de
aldosterona en las ratas hipertiroideas, ya que se ha demostrado que un aumento en los
niveles circulantes de aldosterona est4 asociado con un marcado incremento del TSC en
el tubulo contorneado distal (Kim y cols., 1998). Ademas, la vasopresina también puede
aumentar la expresion del TSC (Ecelbarger y cols., 2001). Este efecto puede ser
especialmente relevante bajo una sobrecarga salina hipertonica que produce un marcado
aumento en la produccién de vasopresina en ratas con hipertiroidismo como se ha
descripto anteriormente (Vargas y cols., 1991; Mogulkoc y Baltaci, 2006). El papel del
TSC en el desarrollo de la hipertension no estd completamente establecido la
hipertensién experimental. Aunque, se ha visto una mayor presencia de proteinas del
TSC en los rifiones de las ratas hipertensas L-NAME (Kim y cols., 2006) y existen
datos contradictorios en el modelo SHR (Beaumont y cols., 1990; Kim y cols., 2005).
La respuesta funcional normal al bloqueo del TSC a pesar del incremento de la

presencia de proteinas y de la expresion del ARNm en ratas hipertiroideas, sugiere que
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en condiciones normales el TSC no debe modular la presién sanguinea en la disfuncién

tiroidea.

» Respuesta renal a amiloride en ratas conscientes y niveles renales de

proteinas y expresion de ARNm del transportador ENaC

El canal de sodio amiloride sensible, ENaC, localizado en los tubos colectores, juega un
papel critico en la regulacién renal de la excrecion de sodio y en la presién sanguinea
(Reeves y Andreoli, 2001). EI ENaC es un hetero-oligdmero formado por subunidades
[alfa], [beta], y [gamma]-ENaC. La subunidad [alfa] es esencial para la funcién normal
del canal, cuya actividad se ve aumentada por la asociacion con las subunidades [beta] y
[gamma]-ENaC (May y cols., 1997). Este transportador de sodio esta regulado por la
aldosterona, que provoca el aumento del transporte de sodio amiloride sensible en los
tibulos colectores (Masilamani y cols.,, 1999; Masilamani y cols., 2002) v,
especificamente, aumenta la expresion de la a-subunidad del ENaC (Masilamani y cols.,
1999). En el presente estudio, encontramos que el bloqueo del ENaC con amiloride
produjo un aumento y disminucion significativa de la diuresis y natriuresis en ratas
hipo e hipertiroideas, respectivamente, comparado con las controles.

Los niveles de ARNm del a-ENaC estuvieron de acuerdo con la respuesta funcional, y
la presencia de proteinas del a-ENaC en los rifiones de las ratas hipotiroideas no se
modificd significativamente, mientras que en los rifiones hipertiroideos mostr6 una
marcada reduccion. Estos resultados demuestran claramente que la actividad del ENaC
esta modulada negativamente por las hormonas tiroideas y por lo tanto no deberian
contribuir a los cambios de la presion sanguinea en estas enfermedades. EI mecanismo

por el cual las hormonas tiroideas reducen la actividad del ENaC se desconoce, pero
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podria ser una respuesta compensadora a los cambios en el transportador de sodio en el
tibulo proximal. Asi, se ha descrito que un aumento en el aporte distal de sodio
aumenta la capacidad de transporte de la nefrona distal. (Stanton y Kaissling, 1998).
Este mecanismo podria sobrepasar la capacidad de estimulacion de la aldosterona
(Garcia del Rio y cols.,, 1997; Ganong, 1982), que estd aumentado en las ratas
hipertiroideas. En los rifiones hipotiroideos le presencia aumentada de proteinas o-
ENaC permanece sin cambios, lo que estd de acuerdo con las observaciones de Schmitt
y cols. (2003) que no mostré diferencias en densitometria e inmunofluorescencia del a-
ENaC entre las ratas tratadas con metimazol y las ratas controles. En los rifiones

hipertiroideos aun no existen datos publicados acerca de este transportador de sodio.

Na* Na*
Acetazolamida R ‘ o Tiazida

~

Na* | Amiloride
|
{

-

*  sumentado

""" =~  disminuido

Figura 11. Efecto de la administracion de los distintos diuréticos en la actividad de los transportadores
de sodio a lo largo de la nefrona en ratas hipertiroideas e hipotiroideas
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Conclusion

1) El estado hipertiroideo se asocia con un aumento de la sensibilidad a la sal, que se
manifiesta por una presion sanguinea elevada, aumento de la hipertrofia cardiaca y
renal, estrés oxidativo, y signos de lesion renal en respuesta a la ingesta de sal elevada.
Por el contrario, la ingesta de sal no produjo ningiin aumento de la presion sanguinea,
hipertrofia renal o signos de dafio renal en ratas hipotiroideas. También se puede
concluir que los niveles urinarios de AP son un marcador bioldgico adecuado de lesion

renal.

2) Este estudio proporciona evidencias funcionales y bioquimicas que las hormonas
tiroideas modulan positivamente la expresion y actividad del NHE3 en el tabulo
proximal, fendmeno que podria participar en el aumento y disminucion de la presion
sanguinea en las ratas hiper e hipotiroideas, respectivamente. Estas alteraciones estan
contrarrestadas por la regulacion al alza del NKCC2 y del aENaC en diferentes
segmentos de la nefrona en ratas hipotiroideas y por una regulacion a la baja del aENaC
en ratas hipertiroideas, probablemente con el objeto de mantener el balance de sodio.
Ademas, las ratas hipertiroideas también mostraron una mayor presencia de proteinas y
expresion del NKCC2 y del TSC, la cual no se correlaciond6 con una respuesta

funcional.
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