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I.  Resumen /Abstrac

Antecedentes: El sistema de renina angiotensina (SRA) y el sistema dopaminérgico renal (SDR)
actlan como sistemas autocrinos y paracrinos que regulan el manejo e inflamacion renal del sodio
y sus alteraciones se han asociado con el desarrollo de hipertension y dafio renal. Casi el 30-50% de
los pacientes hipertensos tienen resistencia a la insulina (IR), con una fuerte correlacion entre
hiperinsulinemia y microalbuminuria.

Objetivo: El objetivo de este proyecto fue demostrar la participacion del SDR en la fisiopatologia de
la hipertension arterial y el dafio renal en un modelo de sobrecarga crénica de fructosa. En este
sentido, se evalud la existencia de un desequilibrio entre el SRA y el SDR asociado a IR, hipertensién
y dafio renal inducido por sobrecarga de fructosa (F), como también evaluar la prevencion o retraso
de dicho desequilibrio mediante la inhibicidn farmacolégica del SRA con losartan.

Materiales / Métodos: Noventa y seis ratas Sprague-Dawley machos se dividieron aleatoriamente
en cuatro grupos y se estudiaron a las 4, 8 y 12 semanas: grupo de control (C4, C8 y C12; agua para
beber); grupo sobrecarga de fructosa (F4, F8 y F12; solucién de fructosa al 10% p / v para beber);
grupo de control tratado con losartan (L) (L4, L8 y L12; losartan 30 mg / kg / dia, en agua de bebida);
y grupo sobrecarga de fructosa mas losartan (F + L4, F + L8 y F + L12, en solucion de fructosa).

Resultados: la F indujo alteraciones metabdlicas y hemodindmicas, asi como un desequilibrio entre
ambos sistemas, caracterizado por un aumento en los niveles de angiotensina Il renal vy
sobreexpresidn de AT1R, reduccién de la excrecidn urinaria de dopamina, aumento de la excrecién
de L-dopa (aumento del indice de L-dopa / dopamina) y regulacién en menos del D1R y de los
transportadores tubulares de dopamina OCT-2, OCT-N1 y OCTN totales. Este desequilibrio fue
acompafiado por una sobreexpresién de la Na*, K*-ATPasa y de los marcadores proinflamatorios
(NF-kB, TNF-a, IL-6) y pro-fibréticos (TGF-B1 y colageno) a nivel tubular como de marcadores de
dafio renal (microalbuminuria y expresién de nefrina reducida). Losartan previno las alteraciones
metabdlicas y hemodindmicas inducidas por la F desde la semana 4. El aumento del indice de L-
dopa/dopamina urinaria y la disminucion de la expresion renal del D1R asociada a F también fueron
prevenidos por losartan desde la semana 4. El mismo patrén se observé para la expresion renal de
OCT / OCTNs, Na*, K*-ATPasa, para los marcadores proinflamatorios y pro-fibréticos a partir de la
semana 8. Losartan previno la aparicién de microalbuminuria y la reduccion de la expresién de
nefrina en semana 12.

Conclusidn: Los resultados de este proyecto proporcionan una nueva visién sobre los mecanismos
por los cuales un sistema prohipertensivo y proinflamatorio, como SRA, regula a la baja otro sistema
antihipertensivo y antiinflamatorio como el SDR. Ademas, proponemos el uso del indice L-dopa /
dopamina como marcador bioquimico de disfuncidn renal en estados caracterizados por retencion
de sodio, resistencia a la insulina y/o hipertensién, y como un predictor de respuesta al tratamiento
y seguimiento de estos procesos.

[I.  Introduccion:
a. Planteamiento del Problema (pregunta problema) y su contextualizacién

La hipertension esencial es la patologia crénica con mayor prevalencia e incidencia en todo el mundo
[1]. El manejo renal del sodio es un factor determinante en la regulacion de los niveles de presion



arterial y estd controlado por diversos factores endocrinos, autocrinos y neurogénicos, que se
pueden dividir en dos grupos: un grupo causa retencién de sodio y vasoconstriccion mientras que
el otro, causa natriuresis y vasodilatacién [2,3]. Durante muchos aios, se ha establecido la existencia
de una sobreactivacion del sistema de angiotensina renina intrarrenal (SRA) como mecanismo
primario de vasoconstricciéon renal, reabsorcién de sodio y desarrollo de hipertensién [4]. Sin
embargo, muchos estudios han destacado la participacién de otro factor local, la dopamina renal,
formada principalmente en células tubulares proximales a partir de la L-dopa filtrada, como un
sistema contrarregulador de los efectos hipertensivos de la angiotensina Il (Ang Il), argumentando
que un funcionamiento normal del sistema dopaminérgico renal (SDR) es esencial para el
mantenimiento de la presién arterial normal [3]. Apoyando esta teoria, se ha demostrado una
interaccion compleja entre el SRA y el SDR, con efectos opuestos y contrarreguladores que operan
a diferentes niveles [3,5]. Uno de los objetivos principales de ambos sistemas es la bomba Na*, K*-
ATPasa, una enzima cuya alteracién se ha asociado con la retencidn de sodio y la hipertensién [6].
Muchos factores que regulan el transporte renal de sodio también pueden mediar la respuesta
inmune, participando en procesos de inflamacion, fibrosis y dafo renal [7]. En este contexto, Ang Il
renal y DA pueden modular la inflamacién, controlando funciones cuyas alteraciones conducen a
hipertensidn y dafo renal [8-10]. Por otro lado, alrededor del 30 al 50% de los pacientes con
hipertension esencial tienen resistencia a la insulina (IR), con una fuerte correlacién entre la
hiperinsulinemia y la microalbuminuria [11,12]. Se ha descrito que IR esta presente en varios
modelos de animales hipertensos, incluidas las ratas hipertensas espontaneamente y las
alimentadas con alta fructosa [13]. En este ultimo modelo, la IR conduce a una forma adquirida de
hipertensidn en la que el aumento de la presion arterial no estad determinado genéticamente, sino
que es inducido por la dieta [13]. Se desconoce hasta el dia de hoy, si el SDR se encuentra alterado
en ratas con sobrecarga de fructosa (F), como tampoco se conoce la existencia de un desequilibrio
entre el SRA y el SDR en este modelo, asi como su asociacién con hipertension, inflamacidn y dafio
renal [14, 15]. El objetivo del estudio fue demostrar que el SDR se encuentra alterado en el modelo
experimental de IR por sobrecarga de fructosa, y que la misma es producto de la existencia de un
desequilibrio entre el SRA y el SDR, a favor del primero y que regula en menos al segundo, y que
este desequilibrio se asocia al desarrollo de hipertensién y dafio renal inflamatorio inducido por F.
Asimismo para confirmar los resultados se evaluara si la inhibicidon farmacoldgica del SRA mediante
el bloqueo con losartan puede prevenir este desequilibrio y evitar los efectos nocivos
hemodinamicos y renales. Finalmente, estudiamos el comportamiento del indice L-dopa/dopamina
urinario con el propésito de postularlo como un marcador bioquimico potencial de disfunciéon renal
en estados caracterizados por retencion de sodio, resistencia a la insulinay / o hipertension.

b. Justificacion y Relevancia

El cumplimiento de los objetivos del presente proyecto permitira el discernimiento y la comprensién
de los mecanismos mediante los cuales el SDR contribuye a mejorar la excrecién de sal y agua y reducir
los efectos inflamatorios, pudiendo aportar nuevas evidencias sobre las causas etiopatogénicas y los
mecanismos involucrados en el desarrollo fisiopatoldgico de la hipertensién arterial y el dafio renal por
inflamaciéon y abriendo la posibilidad de que se considere a la dopamina renal como un agente
nefroprotector potencial para futuras nuevas estrategias terapéuticas. La demostracién de estos
hallazgos confirmara la posibilidad de utilizar agentes que favorezcan al sistema dopaminérgico renal,
a través de la inhibicion del sistema contraregulador (el SRA) y que actualmente estan en el mercado
como el losartan. Los resultados de este proyecto también permitirdn postular al indice urinario L-
dopa/dopamina como marcador precoz de disfuncidn renal previo al dafio estructural evidenciado por
la presencia de microalbuminuria en situaciones patoldgicas de alta prevalencia y con impacto renal



como el sindrome metabdlico. De confirmarse la utilidad del indice L-Dopa/dopamina en este
contexto fisiopatoldgico, sentara el primer antecedente que podria permitir el empleo de este
parametro bioquimico en futuros estudios clinicos con la finalidad de evaluar su utilidad como
marcador diagndstico, como predictor de la respuesta al tratamiento o como seguimiento de la
hipertensidn arterial y del dafio renal inflamatorio. Asimismo, y también con mirada a la medicina
traslacional, se podra evaluar que sucede en cuanto al desarrollo de hipertensién arterial e injuria
renal en pacientes bajo tratamiento créonico con agentes que mejoran el sistema dopaminérgico
renal, como los pacientes con enfermedad de Parkinson que presentan alto riesgo cardiovascular.
La posible alteracion de este sistema en estos contextos podria brindar nuevos indicios sobre Ia
patogénesis de la hipertensiéon arterial esencial como asi también la posibilidad de desarrollar
nuevos blancos terapéuticos.

c. Objetivos: General y Especifico

Los objetivos generales de este proyecto consisten en comprobar la existencia de alteraciones
presentes en el SDR a nivel renal en el modelo experimental de SM producto de una sobreactivacidn
del SRA, asi como también evaluar la prevencidn de esta alteracién del SDR mediante el tratamiento
con losartan. Asimismo, se estudiara la asociacion de este desequilibrio entre ambos sistemas (SRA
y SDR) con los cambios que se produzcan en los parametros hemodinamicos y funcionales renales y
en la expresién de marcadores de inflamacidn, fibrosis y dafio renal. Por ultimo, se estudiard el
comportamiento del indice urinario L-dopa/dopamina, con el propdsito de postularlo como
potencial biomarcador bioquimico de disfuncidon renal, asociando su alteraciéon a la aparicién
posterior de daio renal estructural por sobrecarga de fructosa, asi como también, evaluando su
respuesta al tratamiento con losartan.

Por lo tanto, los objetivos especificos del siguiente proyecto son:

1) Determinar parametros metabdlicos y nutricionales que permitan caracterizar el desarrollo de
SM en el modelo experimental: glucemia, insulinemia, HOMA-IR, colesterol, triglicéridos
plasmaticos, ingesta de bebida, alimento, calorias y peso corporal.

2) Determinar los niveles de expresidon renal de Ang Il y su receptor AT1, como marcadores

del SRA intrarrenal.

3) Determinar la produccidn renal de dopamina mediante la determinacion de la excrecidn urinaria
de L-Dopa y dopamina (indice urinario L-dopa/dopamina).

4) Caracterizar el nivel de expresién de los transportadores tubulares involucrados en la

regulacion de la biodisponibilidad de L-dopa y dopamina renal: LATs, OCTs y OCTNs, asi como del
receptor dopaminérgico D1.

5) Determinar parametros de funcidn y dafo renal (diuresis, clearence de creatinina,

excrecion urinaria de sodio, excrecion fraccional de sodio y microalbuminuria) y

parametros hemodindmicos como la PAS.

6) Determinar si como consecuencia del desbalance entre el SDR y el SRA, a favor de este ultimo, se
incrementa la actividad y expresidn de la Na+, K+-ATPasa renal, como asi también la expresion de
marcadores de inflamacion (NF-kB, IL-6, TNF-a), fibrosis (TGFB1 y colageno) y de dafio renal
glomerular (nefrina).

7) Determinar silos cambios en el indice L-dopa/dopamina urinario se correlacionan con los cambios
en la presion arterial y anteceden a la aparicién de dafo renal.

8) Administrar losartan para determinar si el bloqueo del SRA se asocia a una prevencidn/atenuacion
de todos los cambios detallados anteriormente (a nivel metabdlico, hemodinamico y de funcién y
dafio renal). La mayor actividad del SDR como consecuencia de la administracién de losartan, se



comprobard evaluando si el incremento del indice L-dopa/dopamina se previene y si la expresidn
de los transportadores LATs, OCTs, OCT-Ns y del receptor D1 se normaliza.

9) Determinar la utilidad del indice L-dopa/dopamina como biomarcador de disfuncion renal previo
al daio estructural por sobrecarga de fructosa, asi como de respuesta al tratamiento con losartan.

De esta manera, el cumplimiento de estos objetivos, aportaran nuevas evidencias acerca de los
mecanismos mediante los cuales un sistema prohipertensivo y proinflamatorio como el SRA puede
regular en menos a otro sistema antihipertensivo y antiinflamatorio como el SDR, estableciendo un
circuito de retroalimentacidén positiva para el desarrollo de la HTA y la inflamacién renal. Finalmente,
los resultados de este proyecto permitirian postular al indice L-Dopa/dopamina como posible
biomarcador diagnéstico, como predictor de la respuesta al tratamiento asi como de seguimiento
de la HTA y del dafio renal inflamatorio.

d. Marco conceptual

La hipertension arterial es la patologia crénica de mayor prevalencia e incidencia mundial, endemia
cosmopolita con un 20 a 25 % de incidencia en la poblacién y con-causa de las principales patologias
cardiovasculares, que junto con sus complicaciones constituyen la primera causa de muerte con una
incidencia actual del 50% de morbimortalidad [1]. Por otra parte, aproximadamente un 30-50% de
los pacientes hipertensos poseen insulinoresistencia, y a su vez ésta se asocia a la hipertension
arterial, diabetes mellitus, dislipemia y obesidad [2]. Se ha descripto que la insulinoresistencia esta
presente en varios modelos de animales hipertensos, incluyendo las ratas alimentadas con fructosa
[3]. En este sentido, existen evidencias que demuestran una relacion entre la insulinoresistencia y
el sistema dopaminérgico renal en la génesis de la hipertension arterial. Asi, se ha demostrado que
la inhibicién de la actividad de la Na®, K'-ATPasa causada por dopamina se encuentra
significativamente atenuada en ratas Zucker obesas hipertensas [4]. También se observd tanto en
pacientes con hipertensidn esencial como en ratas con insulinoresistencia por sobrecarga de
fructosa, una menor excrecién urinaria de dopamina y un menor contenido enddgeno renal de la
amina inversamente proporcional a los niveles de presién arterial [5,6]. La dopamina renal es
necesaria para mantener niveles de presidn arterial y funcién renal normales. La estimulacién de
receptores D; induce vasodilatacidn, natriuresis y diuresis, mientras que los D, poseen acciones
antiinflamatorias [7]. La activacion D; incrementa la excrecion renal de sodio al inhibir diferentes
transportadores encargados de su reabsorcidn tubular, como la Na*, K*-ATPasa [8,9]. La dopamina
también regula la respuesta inmune y la reaccidn inflamatoria. Se ha demostrado que la dopamina
inhibe la liberacidn de IFNy, IL-2, e IL-4 y la produccidn de IL-12p40 [10,11]. En el rifidn, la dopamina
reduce la infiltracién de monocitos, la expresion de IL-6 y mejora la funcién renal posterior al
trasplante [12,13]. También, en ratones hipertensos knock out del receptor de D,, estd aumentada
la produccidn de especies reactivas de oxigeno [14]. Si bien el paso limitante para la sintesis de
dopamina intratubular es la captacién de su precursor, la L-Dopa, a través de dos transportadores
apicales del tubulo proximal (LAT-1y LAT-2) [15], poco se conoce sobre los mecanismos que regulan
la captacion y transporte de la L-Dopa en las células del tibulo proximal. En este sentido, se
desconoce hasta el momento qué efectos pueden tener sobre ellos la insulina como asi también si estos
transportadores estan alterados en modelos de hipertension arterial como la producida por sobrecarga
de fructosa y que impacto tiene su alteracién sobre los niveles de presion arterial y el dafio renal
inflamatorio. En resumen, este proyecto intenta esclarecer si la hipertension y el dafio renal
asociado a insulinoresistencia por sobrecarga de fructosa se acompafia de modificaciones
simultaneas en el SRA y en consecuencia en el SDR y si estos cambios se revierten al bloquear
farmacoldgicamente el SRA.



lll. Metodologia
a. Tipo de estudio

Estudio experimental basico.
Disefio experimental: Al dia O, las ratas fueron divididas en los siguientes grupos experimentales:

- Grupo control (C): con dieta balanceada + agua de bebida corriente ad libitum - Grupo con
sobrecarga de fructosa (F): con dieta balanceada + fructosa en el agua de bebida (10% p/v) ad libitum
- Grupo control tratado con losartan (L): idem grupo C + losartan en el agua de bebida (Dosis=
30mg/kg/dia) - Grupo con sobrecarga de fructosa tratado con losartan (F+L): idem grupo F +
losartan en el agua de bebida (Dosis= 30mg/kg/dia).

Todos los grupos fueron estudiados durante los siguientes periodos: a) 4 semanas; b) 8 semanas; c)
12 semanas, con un n= 6-8 /grupo/ periodo. La figura siguiente esquematiza el protocolo
experimental de manera resumida.

Protocolo Experimental

Division

aleatoria -

12 semanas
|
I
C4-14
F4 - F+L4

¢

C12-112
Inicio del Tx
Ratas J Sprague Dawley F12 - F+L12
PCpromedio: 150-180 g PAS PAS
Grpoy: JM —> Orina JM —> Orina JM —Orina
C (Control): agua para beber Sangre Sangre Sangre
L (Losartan): agua parabeber +losartan (D=30mg/kg/dia)
F (Sobrecargade Fructosa): fructosa al 10% P/V para beber SACRIFICIO
F+L (Sobrecarga de fructosa+losartan): fructosa al 10% P/V
para beber+losartan (D=30/mg/kg/dia) Y
Determinacién de PAS por método indirecto Rifiones Y Paraformaldehido
Jaula metabdlica: recoleccion de orina de 24 h y medicién .80°C
de L-dopa y DA por HPLC, y diuresis, Na*, Creatinina, Albtimina - Extraccidn rifones:
Extraccion de sangre: dosaje en plasma de Na*, Creatinina, Insulina, Inmunofluorescencia

Inmunohistoquimica
Western Blot
Medicién de Act. Enzimética

Glucosa, Colesterol, Triglicéridos
Calculos: CC (mL/min/Kg), FENa (%), UNa.V (mEq/dia/Kg), Cociente

urinario L-Dopa/DA, Cociente urinario Alb/Cr

C4: Grupo control 4 semanas; L4: Grupo Losartan 4 semanas; F4: Grupo Fructosa 4 semanas; F+L4:
Grupo Fructosa con Losartan 4 semanas; C8: Grupo control 8 semanas; L8: Grupo Losartan 8
semanas; F8: Grupo Fructosa 8 semanas; F+L8: Grupo Fructosa con Losartan 8 semanas; C12: Grupo
control 12 semanas; L12: Grupo Losartan 12 semanas; F12: Grupo Fructosa 12 semanas; F+L12:
Grupo Fructosa con Losartan 12 semanas. CC: clearance de creatinina; D: dosis; FENa: excrecion



fraccional de sodio; JM: Jaula metabdlica; PAS: presidn arterial sistélica; PC: peso corporal; UNaV:
excrecion urinaria de sodio.

Al inicio del experimento, ratas macho Sprague -Dawley de 150-180 gramos de peso corporal fueron
divididas aleatoriamente en 12 grupos experimentales (n=6-8 por grupo): C4, L4, F4, F+L4; C8, LS,
F8, F+L8; C12, L12, F12, F+L12. Los valores de peso corporal y presidon arterial sistdlica se
determinaron basalmente y al final de cada periodo experimental. Previo al sacrificio, los animales
fueron colocados en jaulas metabdlicas para recolectar orina de 24 horas, con el objetivo de llevar
a cabo determinaciones nutricionales y de funcién renal. Asimismo, se obtuvieron muestras de
sangre para determinar pardametros metabdlicos y de funcién renal. Luego del sacrificio, se
extirparon los rifiones de los animales, los que se procesaron diferencialmente para obtener
muestras para realizar determinaciones de expresién proteica por inmunofluorescencia,
inmunohistoquimica y western blot, y de actividad enzimatica.

b. Muestra

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho, de 150 a 180 gramos de peso corporal al inicio del
experimento. Todos los experimentos se llevaron a cabo respetando las normas de ética que
prescriben las reglamentaciones internacionales en la materia y de acuerdo a los principios de
cuidado de animales de experimentacion (protocolo aprobado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) con Res CD 2100-15; EXP-UBA:0035638/15).
Los animales fueron mantenidos con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad, bajo condiciones de
temperatura (22 2C) y humedad (50-70%) controladas. Hasta el dia del sacrificio, los animales
tuvieron libre acceso a la bebida y fueron alimentados con dieta balanceada para roedores
(Asociacidon Cooperativas Argentinas, Buenos Aires, Argentina) con la siguiente composicién (p/p):
20% proteinas, 3% grasas, 2% fibra, 6% minerales y 69% almiddn mas suplementos vitaminicos. Las
ratas se aclimataron al ambiente por 5 dias y posteriormente se dividieron en los grupos
experimentales al comienzo del estudio.

c. Ambito de estudio

Laboratorio de Fisiopatologia Cardiometabdlica y Renal, Instituto Alberto C. Taquini de
Investigaciones en Medicina Traslacional, IATIMET, UBA-CONICET.

d. Fuentes e instrumento de recoleccion de datos

Control del peso corporal y de la presion arterial:

El peso corporal de todos los animales fue registrado al comienzo del tratamiento, durante el mismo
y al final de cada periodo experimental. La PAS se determiné antes de comenzar el estudio y la
semana previa al sacrificio (semanas 0, 4, 8 y 12) a través del método indirecto pletismografico
mediante esfingomandmetro en la cola de la rata, usando un manguito inflable y un micréfono
conectado a un amplificador Grass D.C. (modelo 7DAC, Grass Instruments Co. Quincy, MA, USA)
acoplado a un poligrafo (modelo 79D, Grass Instruments Co. Quincy, MA, USA). Los animales fueron
entrenados tres veces por semana al procedimiento de medicidon de presién arterial, desde la
semana previa al cambio dietético. Las sesiones de entrenamiento tuvieron como objetivo adaptar
alasratas al ingreso a los cepos y a la inflacion deflacidon del manguito de presidn, sin registro de los
valores de la PAS. En cada sesion, tanto de entrenamiento como de toma de PAS, las ratas fueron



primero aclimatadas a la manipulacién y al medio externo en un ambiente termostatizado vy
silencioso por 40 minutos. Se considerd como valor de PAS al promedio de 5 determinaciones por
rata.

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE ORINA:

Al finalizar cada periodo experimental, mediante la utilizacidn de jaulas metabdlicas, se recolectaron
muestras de orina de 24 horas de todos los animales. El volumen urinario se determiné por
gravimetria. Las muestras de orina obtenidas se utilizaron para determinar la diuresis de 24 horas
asi como las concentraciones urinarias de sodio, creatinina, albumina, L dopa y DA. La diuresis se
expreso en mL/24 horas/kg de peso corporal. Los valores de sodio, creatinina y albimina urinarios
se midieron mediante autoanalizador (analizador automatizado Spectrum CCX, Abbott diagnostics,
Abbott Park, IL, USA) por método espectrofotométrico. Para determinar la concentracidn urinaria
de L-dopa y DA por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), una fraccién de orina fue
recolectada en tubos de polietileno conteniendo 100 pl de HCI 6N.

Determinacion de microalbuminuria como marcador de dafio renal: A partir de los valores de
concentracién urinaria de albumina y creatinina obtenidos en orina de 24 horas mediante el uso de
jaulas metabdlicas, se determind la relacion albumina/creatinina urinaria. La presencia de
microalbuminuria se definié como una relacion albimina/creatinina urinaria entre 30-300 mg/g.

Ensayo de determinacion de L-dopa y dopamina en orina: Alicuotas de 50 pl de orina fueron
parcialmente purificadas mediante una extraccién en alimina y posteriormente separadas
mediante HPLC en fase reversa usando una columna Zorbax RxC18 de 4.6x250 mm (DuPont
Company, Delaware, USA). Las concentraciones urinarias de L-dopa y DA fueron cuantificadas
amperométricamente con electrodo Bioanalytical Systems 0.65 V en relacion a electrodos Ag/Ag,
mediante la corriente producida por exposicion del efluente de columna a potenciales oxidantes y
reductores en serie utilizando un sistema de triple electrodo (ESA, Bedford, Mass., USA). El
porcentaje de recuperacién de la extraccion en alimina fue de 80-90%. Las concentraciones de L-
dopa y DA de cada muestra fueron corregidas por recuperacion del estandar interno acido 2,3-
dihidroxi-benzoico (DHBA). Los niveles de L-dopa y DA fueron luego corregidos por diferencias en la
recuperacion del estandar interno en una mezcla de estdndares externos. El limite de deteccién fue
de 20 pg/volumen ensayado.

Recoleccidn y procesamiento de muestras de sangre: Al final de cada periodo experimental, todos
los grupos de animales estaban en ayunas durante 5 h. Bajo anestesia con cetamina (80 mg/kg) y
oxilazina (12 mg/kg), se recogieron muestras de sangre para medir sodio, creatinina, triglicéridos,
colesterol, glucosa e insulina en plasma. analizador Automated Spectrum CCX, Abbott Diagnostics,
IL, EE. UU.). Los niveles de triglicéridos y colesterol en plasma se midieron por medio de kits
comerciales (Colestat Wiener Labs, Santa Fé, Argentina) utilizando un método espectrofotométrico;
la glucosa en plasma se determind mediante un medidor de glucosa en sangre (Accu-Chek, Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania) y la insulina mediante inmunoensayo ligado a enzimas (Millipore
Corporation, MA, EE. UU.). El modelo de evaluacion de la homeostasis en la resistencia a la insulina
(indice HOMA-IR) se calculé mediante la siguiente ecuacion: HOMA = glucosa en ayunas (mmol / L)
x insulina en ayunas (ulU / ml) / 22.5, con un punto de corte para definir IR de 2.5 puntos o mas.

Célculo de parametros de funcidn renal: Para evaluar la funcionalidad renal, determinamos la tasa
de filtracion glomerular estimada por el aclaramiento de creatinina (CrCl), la excrecién fraccional de
sodio (FENa), la excrecidn urinaria de sodio (UNa x UV) y la diuresis diaria, que se calcularon de



acuerdo con la formula estandar. La diuresis diaria se expresé como ml/dia/kg, CrCl como
ml/min/kg, UNa x UV como mEq/dia/kg y la FENa como el porcentaje (%) de sodio filtrado.

Diseccidn y procesamiento de rinones: Después de la recoleccién de muestras de orina y sangre, los
animales se sacrificaron por decapitacién, y ambos rifiones se diseccionaron y luego se procesaron
para realizar anadlisis bioquimicos y moleculares. La presencia de colageno se determind mediante
tincion con Siriusred.

Actividad total de Na*, K*-ATPasa: Se homogeneizaron muestras de tejidos de la corteza renal que
pesaban 50 mg (1:10 peso / volumen) en imidazol 25 mM / EDTA 1 mM / solucidn de sacarosa 0.25
My se centrifugaron a 4700 g a 4 ° C durante 15 min. La actividad de Na*, K*-ATPasa se ensayo en el
sobrenadante utilizando el método de Fiske-Subbarow. La actividad de ATPasa se midié mediante
la determinacion colorimétrica de la liberacién de ortofosfato, y la habana se usé para inhibir
especificamente la actividad Na*, K*-ATPasa. Las proteinas se determinaron por el método de Lowry
et al. Los resultados se expresan como porcentaje de la actividad de Na*, K*-ATPasa, considerando
los valores de control como 100%.

e. Procesamiento y Andlisis de la informacion

Los datos se procesaron con el programa GraphPad Prism, version 2.0. La distribucién Gaussiana se
evalué por el método Kolmogorov y Smirnov y, para comparar entre los grupos, se utilizé el andlisis
de la varianza (ANOVA) de una via seguido del test Newman-Keuls o Tukey segun corresponda. El
andlisis estadistico se realizé por medio del test Kruskal-Wallis (ANOVA no paramétrico) y el test de
comparaciéon multiple de Dunn, para aquellos parametros con distribucién no Gaussiana como los
datos histolégicos. El andlisis de correlacion se llevd a cabo mediante el test de Pearson. Los
resultados se expresaron como la media + error estandar de la media (ESM). Los resultados con
p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

V. Resultados

1) Parametros nutricionales y metabdlicos:
Los parametros nutricionales y metabdlicos se muestran en la Tabla 1. La F se asocié a un aumento
de la ingesta de bebida, asi como a una reduccién de la ingesta de alimentos en ratas F con respecto
a C, desde la semana 4. La ingesta caldrica no fue diferente entre las ratas F y C para cualquier
periodo experimental. El tratamiento con losartdn no alterd la ingesta de bebidas, alimentos o
calorias totales en ratas Ly F + L en comparacién con Cy F, respectivamente, en ningun periodo
experimental. El peso corporal no fue modificado por F o losartdn en ningun periodo experimental.
La F aumentd significativamente los niveles de insulina en plasma en ratas F con respecto a C desde
la semana 4, mientras que los valores de glucosa en sangre mostraron una tendencia no significativa
al incremento. La F se asocié al desarrollo de IR a partir de la misma semana, ya que las ratas F
mostraron aumento del HOMA-IR, mayores que el punto de corte para definir IR. El tratamiento con
losartan no alterd los valores de glucemia en ningln grupo o periodo experimental. El tratamiento
con losartan evitd el aumento de la insulinemia y el desarrollo de IR inducida por F a partir de la
semana 4. Los niveles de colesterol total no fueron modificados por F o losartan, en ningln periodo
experimental. En las semanas 8 y 12, los triglicéridos plasmaticos aumentaron significativamente en
ratas F en comparacién con C, y losartan solo evité este aumento en ratas F + L en la semana 12.
Losartan no mostrd ningln efecto sobre los pardmetros nutricionales y metabdlicos en ratas L en



comparacién con C en ninguno periodo experimental El analisis temporal mostré que los niveles de
HOMA-IR y triglicéridos aumentaron en las semanas 8 y 12 de FO, con respecto a la semana 4.

Tabla 1 Parametros metabdlicos y nutricionales a las 4,8 y 12 semanas de tratamiento con fructosa
en presencia y ausencia de losartan.

Week 4
C L F F+L
Fluid intake (ml/day) 45 + 4 4246 93 + 8* 82 + 3*
Food intake (g/day) 29+3 26 +1 17 + 2% 19 + 2%
Caloric intake (kcal/day) 96 + 4 86+ 7 93+6 96 +5
Body weight (g) 317 £ 19 325+ 13 327 £ 22 313+ 25
Glycemia (mmol/L) 7.09 + 0.33 7.00 = 0.67 8.02 +039 7.67 £ 0.78
Insulinemia (uUl/ml) 488 + 0.44 418 £ 0.66 8.65 + 1.24" 484 + 154°
HOMA-IR 1.54 £+ 0.06 1.67 £ 0.08 3.08 + 0.02" 1.65 + 0.05°
Cholesterol (mg/dL) 58 +7 55+5 64 + 6 56 + 3
Triglycerides (mg/dL) 65+ 8 63 +8 54 +12 72 £ 16
Week 8
C L F F+L
Fluid intake (ml/day) 44 + 2 37+ 4 102 + 9% 89 + 6%
Food intake (g/day) 27 +2 28 +4 16 + 1% 18 + 3%
Caloric intake (kcal/day) 89+5 92+5 94+7 956
Glycemia (mmol/L) 7.15 +0.22 6.94 + 0.28 8.63 + 0.78 7.89 + 047
Insulinemia (uUl/ml) 7.65 + 0.87 7.67 £ 1.32 12.58 + 1.56" 7.04 + 1.64°
HOMA-IR 243 + 0.04 2.36 £ 0.09 483 + 0.03"¢ 247 + 0.02°
Week 12
C L F F+1L
Fluid intake (ml/day) 42 +3 40 £ 1 99 + 9% 87 + 47
Food intake (g/day) 32+3 30+1 21 £1% 20 + 2%
Caloric intake (kcal/day) 106 =5 99+ 3 1099 101 =7
Body weight (g) 436 + 17 447 + 14 456 + 22 461 + 26
Glycemia (mmol/L) 6.88 £ 0.22 6.89 £ 0.28 817 £1.05 7.56 £ 1.22
Insulinemia (uUI/ml) 7.58 + 0.49 6.50 + 0.88 12.63 + 2.08" 6.97 + 0.88°
HOMA-IR 232 £ 0.05 2.00 + 0.09 4,59 + 0.07°/¢ 2.35 + 0.05°
Cholesterol (mg/dL) 65+ 10 60+ 4 84+ 12 58+3
Triglycerides (mg/dL) 69 + 12 78 + 14 157 £ 117 72 + 10°

C: Control, L: Losartan; F: Fructosa; F+L: Fructosa mas losartan

#p<0.01vsC y L. xp<0.05vsC y L. Sp<0.05vsF. ¢p<0.05vsF4.

El tratamiento con losartan revirtié el incremento en los niveles de PAS y la reduccion en la
natriuresis inducidos por SF desde la semana 4 de tratamiento (ver tabla 2). Estos cambios se



asociaron a una reversidon del aumento en la actividad de la enzima Na+,K+-ATPasa renal inducida
por F (ver tabla 2).

La alteracién del sistema dopaminérgico renal dada por el incremento en el indice urinario L-
dopa/dopamina inducido por F fue revertida por losartan desde la semana 4 de tratamiento (ver
tabla 2).

Tabla 2. Parametros hemodinamicos, renales y actividad de la Na+,K+-ATPasa a las 4,8 y 12 semanas
de tratamiento con fructosa en presencia y ausencia de losartan.

Semana 4 Semana 8 Semana 12
C L F F+L C L F F+L C L F F+L
PAS (Hg) 12145 11745  145+1%  121+#4  125+3  119+2 161+10€ 122+2 1264 12045  163+4€¢  125+3
Diuresis 38.69+ 4455+ 7545+ 7222+ 38.12+ 3292+ 7435+ 7241+ 3520+ 33.30+ 70.10+ 69.55+
(mL/dia/kg) 4.66 5.90 6.30* 6.80* 4.41 3.11 6.97# 9.03* 3.84 1.86 6.11% 7.68%
FeNa (%) 0.41+ 0.42+ 0.28+ 0.41+ 0.32+ 0.36+ 0.22+ 0.36x  0.35% 0.34+ 0.20+ 0.33+
? 0.03 0.06 0.03% 0.07 0.03 0.05 0.01% 0.03 0.04 0.02 0.02% 0.03
Una.V 3.31+ 3.53+ 2.55+ 3.54+ 2.49+ 2.97+ 1.73% 2.50+ 2.50+ 2.42+ 1.46+ 2.34+
(mEq/kg/dia) 0.16 0.18 0.12% 0.10 0.20 0.20 0.12& 0.37 0.19 0.36 0.09% 0.15
Actividad 120+12 115+13 172+16* 136+27 124116 12515 140+9 140+18 112+14 116+16
NKA + + t + * = 186+178 = = = 223218 =
Cociente 0,49+ 0,49+ 1,92+ 0,50+ 0,54+ 0,53+ 2,16+ 1,12+ 0,48+ 0,56+ 2,81+ 1,09+
urinariol- 1 g03 002 0115 004 001 001 026 007* 006 002 0275 005
dopa/DA

C: Control, L: Losartan; F: Fructosa; F+L: Fructosa mas losartan

& p<0.05 vs Todos los grupos; $ p<0.01 vs Todos los grupos; € p<0.005 vs Todos los grupos; * p<0.05 vs Grupos
CyL; #p<0.01 vs Grupos Cy L

La inmunotincién de Ang Il aumento significativamente en la corteza renal en ratas F con respecto
a C, alas 8 y 12 semanas. El tratamiento con losartan (grupo F + L) carecié de efectos en la
prevencion de este aumento. La expresion del receptor Ang Il tipo 1 (AT1R) aumentd
significativamente en la corteza renal de ratas F en comparacién con C, a partir de la semana 4,
efecto prevenido por losartan (grupo F + L). Losartan no mostrd efectos sobre la inmunotincién renal
de Ang Il y AT1R en ratas L en comparacién con C en ningun periodo experimental (Figura 1).



Figura 1. Cambios en el SRA a las 4,8 y 12 semanas de tratamiento con fructosa en presencia y
ausencia de losartan.
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La excrecién urinaria de L-dopa aumenté mientras que la excrecién urinaria de dopamina disminuyd
en ratas F, en comparacién con C, en todos los periodos experimentales. En consecuencia, la
proporcién de L-dopa / dopamina en orina aumentd significativamente en ratas F en comparacion
con C, a partir de la semana 4. El tratamiento con Losartan evité la alteracién de la excrecién urinaria
de L-dopa y dopamina en ratas F + L con respecto a F, evitando, de esta manera, el aumento de la
relacion L-dopa / dopamina urinaria (Figura 2). La prevencion de las alteraciones del SDR asociadas
al tratamiento con losartan fue total en la semana 4, mientras que fue parcial en las semanas 8 y 12.
El andlisis temporal mostré que la excrecion urinaria de L-dopa aumentd en las semanas 8 y 12 en
ratas Fytambién enratas F+ L, conrespecto a la semana 4. Los niveles de dopamina urinaria fueron
mas bajos en las semanas 8 y 12 en ratas F + L con respecto a la semana 4. La proporcion de L-dopa
/ dopamina en orina fue mas alta en la semana 12 de F con respecto a la semana 4, mientras que la
proporcién fue mayor en las semanas 8 y 12 en comparacion con la semana 4 en ratas F + L.
La expresién en corteza renal de los transportadores de cationes organicos (OCT) OCT-2, OCT-N1y
OCT-Ns totales (OCTN 1/2/3) que median el transporte tubular de dopamina, se redujo
significativamente desde la semana 8 en ratas F en comparacién con C (Figura 2). Losartan mostré
una tendencia a prevenir la reduccion de la expresion de OCT-2 y OCTN 1/2/3 en ratas F + L con
respecto a F en la semana 8, mientras que en la semana 12, la prevencion fue parcial pero
significativa. El tratamiento con losartdn evité la reduccion de la expresion de OCT-N1 en ratas F+ L
en comparacion con la semana 12 de grasa. La expresion del receptor D1 (D1R) en la corteza renal
disminuyd en ratas F en comparacién con C desde la semana 4, efecto que fue prevenido por
losartdn. Esta prevencion fue total en la semana 4, mientras que fue parcial en las semanas 8 y 12.
En cualquier caso, losartan no mostré efectos sobre RDS en ratas L con respecto a C.

Figura 2. Cambios en el SDR a las 4,8 y 12 semanas de tratamiento con fructosa en presencia y
ausencia de losartan.
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La expresion de la corteza renal del factor de transcripcién nuclear kappa B (NF-kB) aumenté en
ratas F con respecto a C, a partir de la semana 4. Losartan evitd parcialmente este aumento en ratas
F + L con respecto a F, en todos los periodos experimentales (Figura 3). La expresion de la corteza



renal de las citoquinas inflamatorias como factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interleucina 6 (IL-
6), asi como el marcador de fibrosis factor de crecimiento transformante Bl (TGF-B1) aumentd en
ratas F en comparacion con C, en las semanas 8 y 12, un efecto que fue parcialmente evitado por
losartan (grupo F + L) (Figura 4 a 6).

Figura 3. Expresion renal de NF-kB a nivel renal a las 4,8 y 12 semanas de tratamiento con fructosa
en presencia y ausencia de losartan.
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Figura 4. Expresion renal de IL-6 a nivel renal a las 4,8 y 12 semanas de tratamiento con fructosa en
presencia y ausencia de losartan.
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Figura 5. Expresién renal de TNF-o. a nivel renal a las 4,8 y 12 semanas de tratamiento con fructosa
en presencia y ausencia de losartan.
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Figura 6. Expresion renal de TGF-B1 a nivel renal a las 4,8 y 12 semanas de tratamiento con fructosa
en presencia y ausencia de losartan.
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El drea de tincidn positiva para Sirius Red aumenté en la corteza renal de ratas F con respecto a C,
enlassemanas 8y 12, lo que indica el aumento del contenido de colageno intersticial y perivascular.
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Losartan evitd parcialmente este aumento en ratas F + L en comparacién con F en los mismos
periodos experimentales (Figura 7).

Figura 7. Tincién de Sirius Red a nivel renal a las 4,8 y 12 semanas de tratamiento con fructosa en
presencia y ausencia de losartan.
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La presencia de microalbuminuria se observé solo en ratas F en la semana 12. Losartan previno la
aparicién de microalbuminuria en ratas F + L en este periodo experimental (Figura 8). A nivel cortical,



la expresién proteica del marcador de dafio estructural glomerular, nefrina, se redujo
significativamente en ratas F en comparacién con C, en la semana 12. El tratamiento con losartan
evitd esta reduccidn en ratas F + L en la semana 12 (Figura 8). Losartan no tuvo ningun efecto sobre
la expresién de marcadores de dafio renal en ratas L con respecto a C en ningun periodo

experimental.

Figura 8. Marcadores de dafio renal a las 4,8 y 12 semanas de tratamiento con fructosa en presencia
y ausencia de losartan.
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V. Discusion y Conclusion

Los resultados del estudio muestran la existencia de un desequilibrio entre SRA renal y SDR, en el
contexto de IR e hipertensidn por F. La existencia de alteraciones metabdlicas y hemodindmicas
graves se ha demostrado en modelos animales tratados con una dieta alta en fructosa, con el
desarrollo de un perfil metabdlico similar al observado en el sindrome metabdlico humano [21].
Para determinar la funcionalidad de las células beta-pancreaticas, asi como el estado de IR, se utilizd
el modelo de evaluacion de la homeostasis de la insulina para calcular el indice HOMA-IR. Las ratas
F mostraron niveles mas altos de HOMA-IR que las ratas C, mayor que el limite para definir IR, lo
gue indica el desarrollo de IR a partir de la semana 4 de F. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por varios estudios en los que se utiliza una dieta alta en fructosa como modelo de IR,
con niveles elevados de insulinemia [22,23]. Con respecto al metabolismo de los lipidos, las ratas F
mostraron un aumento significativo en los triglicéridos plasmaticos en comparacidn con C, a partir
de la semana 8, mientras desarrollaron hipertrigliceridemia (triglicéridos plasmaticos mayores o



iguales a 150 mg / dL) en la semana 12, sin cambios en los valores de colesterol total en cualquier
periodo experimental. Estos resultados coinciden con los obtenidos por diversos estudios
experimentales en los que un F en la dieta se asocid a hiperlipidemia en roedores [24]. Por otro lado,
las ratas F presentaron mayores niveles de PAS en comparacién con C, a partir de la semana 4. En
este sentido, se informé que la F en la dieta representa un modelo animal de hipertensién sistdlica
adquirida [25].

Varios estudios mostraron que la F es capaz de inducir la activacién de varios SRA locales, con
aumento de la expresidn de AT1R, indice de renina / pro-renina y de Ang Il localmente [26,27]. En
nuestro estudio, la expresidn de AT1R aumentd en la corteza renal de ratas F desde la semana 4,
mientras que la inmunotincién de Ang Il aumenté desde la semana 8 de F. Por otro lado, muchos
estudios han establecido la existencia de alteraciones del SDR en estados de IR e HTA, como el
inducido por F [28,28]. Teniendo en cuenta la compleja interaccidn opuesta y contrarreguladora
entre el SRA y el SDR a nivel renal, se puede proponer que uno de los efectos de la sobreexpresién
de Ang Il / AT1R seria una reduccién de la produccion de dopamina. Apoyando esta hipoétesis, las
ratas F mostraron un aumento de la proporcion de L-dopa / dopamina urinaria desde la semana 4,
debido a una reduccidn en la excrecién urinaria de dopamina acompaiada de un aumento en la
excrecion urinaria de L-dopa, como hemos informado previamente [30]. Los estudios in vitro de
nuestro grupo han demostrado que Ang Il es capaz de reducir la absorcién tubular dopamina, un
proceso mediado por miembros de la familia SLC22A Ilamados OCT [31]. Presumimos que la
reduccion de la excrecion de dopamina urinaria por F podria estar asociada a alteraciones en la
absorcion de dopamina renal desde la circulacién, asi como a una posible reduccidn en su transporte
desde el compartimiento intracelular a la luz tubular, proceso mediado por otros miembros de la
familia SLC22A Ilamados OCTNs. En nuestro estudio, la expresién de OCT-2, OCT-N1y OCTNs totales
se redujo en la corteza renal de ratas F desde la semana 8. Estos resultados son consistentes con los
obtenidos por nosotros y también por otros grupos, que demostraron una reduccién del ARNm renal
y niveles de proteina de OCT-1, OCT-2 y OCT-N2 en ratas Sprague-Dawley con F durante 8 semanas
[32-36]. Por otro lado, el aumento de la expresion de AT1R debido a F puede contribuir a la
disminucion de la expresion de D1R observada en ratas F a partir de la semana 4. Apoyando esta
hipdtesis, la existencia de un complejo heterodimérico entre los receptores renales AT1 y D1, con
acciones opuestas, ha sido demostrado [31,32]. Ademas, el hecho de que el SDR no pueda actuar
como un mecanismo de contrarregulacién de SRA puede, a su vez, contribuir a la sobreexpresion de
este Ultimo, lo que resulta en un mecanismo de retroalimentacion asociado al desarrollo de sodio
retencién e hipertensién en este modelo.

La F también se asocid a un aumento de la expresidon de marcadores proinflamatorios en la corteza
renal de ratas F a partir de la semana 4. La expresién de NF-kB aumenté a partir de la semana 4,
mientras que la expresién de TNF-a e IL-6 aumentd a partir de la semana 8. Varios estudios
experimentales demostraron La existencia de una respuesta inflamatoria en los rifiones de los
roedores tratados con una dieta alta en fructosa [30,37]. También se ha demostrado que el aumento
de las citocinas proinflamatorias se asocia con la aparicién de fibrosis renal [38]. De esta manera,
las ratas F mostraron marcadores de fibrosis aumentados (TGF-B1 y colageno al tefiir con rojo de
Sirius) a partir de la semana 8. En este contexto, el desequilibrio dado por la sobreexpresion de Ang
Il / AT1R, con acciones proinflamatorias y por la inhibicion de SDR, con acciones antiinflamatorias



qgue se oponen a las de Ang Il, puede proponerse como uno de los mecanismos implicados en el
desarrollo de un entorno proinflamatorio a nivel renal [39, 40]. Como resultado de los procesos
proinflamatorios y pro-fibréticos asociados con F, la existencia de dafio renal estructural se
evidencid por la aparicién de microalbuminuria y la reduccién en la expresién de nefrina en Ia
semana 12. Estos resultados revelan la existencia de alteraciones estructurales a nivel de la barrera
de filtracién glomerular. La microalbuminuria es un indicador temprano de enfermedad renal y un
predictor de cardiopatia isquémica en la hipertension esencial [41,42]. La nefrina es una proteina
transmembrana ubicada en la unién celular especializada de los podocitos, que constituye una parte
fundamental del diafragma de filtracién y mantiene la integridad de la barrera de filtracion
glomerular [43]. Para respaldar nuestros resultados, varios estudios han demostrado la existencia
de dafio renal en ratas con F [44-45]. Por otro lado, el tratamiento con losartdn mostré un efecto
renoprotector en ratas con F, al prevenir la aparicién de microalbuminuria y la reduccién de la
expresion de nefrina observada en la semana 12. Los efectos renoprotectores de losartan han sido
evidenciados por varios estudios clinicos y experimentales [46,47] En nuestro modelo, estos efectos
se asociaron a una prevencion del aumento de la expresidn de marcadores proinflamatorios y pro
fibréticos, que también se ha documentado [48,49]. A este respecto, debe tenerse en cuenta que la
prevencidon del aumento de la expresion de marcadores proinflamatorios y pro-fibréticos por
losartdn no fue completa. Teniendo en cuenta que el tratamiento con losartdn previno
completamente el desarrollo de IR, hipertension e hipertrigliceridemia, es importante resaltar que
el aumento de la expresion de marcadores proinflamatorios y pro-fibréticos en ratas F + L con
respecto a C probablemente se deba a los efectos del metabolismo renal de la fructosa per se, que
estan asociados con el estrés oxidativo y la inflamacidn y han sido ampliamente reportados en la
literatura [50,51]. Para investigar si losartan era capaz de producir efectos por si solo en animales
de control, el farmaco se administré a ratas alimentadas con una dieta equilibrada estandar,
utilizando la misma dosis que la utilizada en animales con una dieta alta en fructosa. Los resultados
obtenidos muestran que losartdn per se no alteré ninguno de los pardmetros nutricionales,
metabdlicos, hemodindamicos y de funcién renal, ni el SDR y SRA renal, Na+, K+-ATPasa renal y
biomarcadores de inflamacién, fibrosis y dafio renal en animales de control.

Teniendo en cuenta que se observaron alteraciones en la proporcion de L-dopa / dopamina urinaria
a partir de la semana 4 de F, podemos proponer el indice L-dopa / dopamina como un marcador de
disfuncién renal en estados caracterizados por retencion de sodio, resistencia a la insulinay / o
hipertensidn , que precede temporalmente al aumento de la expresion de marcadores de fibrosis y
citoquinas proinflamatorias en la semana 8, asi como del dafio estructural renal evidenciado por
microalbuminuria y expresién de nefrina reducida en la semana 12. Estos resultados completarian
los estudios iniciados por nuestro grupo, en el que demostramos la existencia de una alteracién de
la relacién L-dopa / dopamina asociada a F en la dieta [52]. Ademas, se demostré que la proporcion
de L-dopa / dopamina en orina responde al losartan, teniendo en cuenta la prevencién del aumento
de esta proporcion en ratas F + L. La prevencidn del aumento de la relacion L-dopa / dopamina fue
total en la semana 4 de tratamiento, mientras que fue parcial en las semanas 8 y 12. De esta manera,
el indice urinario de L-dopa / dopamina mostré un comportamiento similar al realizado por
proinflamatorio y marcadores pro-fibréticos. La reversion parcial de este pardmetro puede
explicarse considerando la evidencia experimental que muestra que la produccién de dopamina, asi



como la regulacién de la expresidn y sefializacion de D1R, son altamente sensibles al desarrollo de
estrés oxidativo e inflamacién a nivel renal [53-55]. De esta manera, el desarrollo del estrés oxidativo
y el aumento de las citocinas proinflamatorias debido al metabolismo renal de la fructosa afectarian
el SDR, independientemente del bloqueo del SRA con losartdn.

Conclusiones: En resumen, los resultados de este estudio aportan nueva evidencia sobre los
mecanismos por los cuales un sistema prohipertensivo y proinflamatorio como el SRA puede regular
negativamente a otro sistema antihipertensivo y antiinflamatorio como el SDR, estableciendo un
circuito de retroalimentacidn positiva para el desarrollo de hipertensién e inflamacién renal en el
contexto del sindrome metabdlico inducido por F. Finalmente, los resultados de este trabajo nos
permiten postular el indice urinario de L-Dopa/ dopamina como posible biomarcador de diagndstico
de hipertensidn y dano inflamatorio renal, asi como un predictor de respuesta al tratamiento y
seguimiento.

Los resultados de este estudio pueden contribuir a una mejor comprension de la relacion fisiolégica
entre SDR y SRA y su influencia en el transporte renal de sodio y la regulacidn de la natriuresis y la
diuresis. Ademas, los nuevos conceptos sobre el desequilibrio entre el SDR y el SRA en el modelo
experimental de sindrome metabdlico pueden proporcionar nuevas ideas para el tratamiento clinico
de la enfermedad. Los resultados también muestran nuevas pruebas que respaldan el papel de la
dopamina como agente nefroprotector y su posible uso en futuras estrategias terapéuticas para el
tratamiento de la hipertension.
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