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RESUMEN 
 
Niveles elevados de aldosterona causan hipertensión arterial y un estado 
inflamatorio moderado en tejido renal y cardiovascular. La evidencia clínica y 
experimental ha demostrado que el bloqueo del receptor de 
aldosterona/mineralocorticoides (MR) reduce la inflamación tisular y la 
producción de diferentes citoquinas proinflamatorias. Sin embargo, el perfil y la 
temporalidad de los fenómenos inflamatorios asociados a la activación del MR 
son poco conocidos. Estudios recientes han identificado una nueva vía 
inflamatoria, la vía IL-23/IL-17, que participa en el daño autoinmune en 
enfermedades inflamatorias del sistema digestivo y el sistema nervioso central. 
Además, estudios en modelos experimentales de autoinmunidad e hipertensión 
arterial indican que el desarrollo de inflamación se podría asociar a la 
disminución de la función de linfocitos reguladores (TregFoxP3+). En este trabajo 
estudiamos si la activación del MR mediante el tratamiento con 
deoxicorticosterona acetato y una dieta rica en sal (DOCA-sal) causa la 
activación del eje IL-23/IL-17 y/o modifica linfocitos Treg, en células 
mononucleares sanguíneas, bazo, corazón y en tejido renal. 
En una primera serie de experimentos evaluamos la cinética de activación de la 
vía IL-23/IL17 y el efecto de la activación y bloqueo del MR sobre esta vía 
inflamatoria. Estudiamos tres grupos de ratas uninefrectomizadas a 4, 8, 16 y 
28 días, con los siguientes tratamientos: 1) Vehículo, 2) DOCA (0,5 mg/0,1kg) + 
1% NaCl en la bebida (DOCA-sal), y 3) DOCA-sal + espironolactona (50 
mg/kg/día). En una segunda serie experimental evaluamos si la activación de la 
vía IL-17/IL-23 era secundaria a la hipertensión (efecto hemodinámico) y/o la 
activación del MR, suministrando terapia antihipertensiva (triterapia) a los 
animales que recibían tratamiento DOCA-sal. Analizamos cuatro grupos 
experimentales 1) Vehículo, 2) DOCA-sal, 3) DOCA-sal+Triterapia 
antihipertensiva (Tri; Hidroclorotiazida 4 mg/kg/día, Reserpina 0,32 mg/kg./día, 
Hidralazina 6,5 mg/kg/día). En ambas series experimentales realizamos 
estudios fisiológicos, bioquímicos, de biología molecular, e histológicos para 
evaluar el desarrollo de hipertensión arterial, daño tisular y su correlación con la 
activación de la vía IL-23/IL-17. 
Al cuarto día de tratamiento DOCA-sal, se evidenció hipertensión arterial 
sistólica (159±8,3 mm Hg vs Vehículo 116±7,1 mm Hg, p<0,001), seguido al 
octavo día por un aumento de los ARNm de IL-17, TGF-β1 y RORγt (un factor 
de transcripción que determina la diferenciación Th17) en células 
mononucleares sanguíneas. Observamos efectos similares en el bazo de ratas 
DOCA-sal. Posteriormente, al día 16 de tratamiento, aumentó la abundancia 
renal y cardíaca de los ARNm de citoquinas que favorecen la polarización Th17 
(IL-23 e IL-1β), coincidente con la expresión proteica de IL-17 y el infiltrado de 
linfocitos T CD4+/IL-17A+. El tratamiento con espironolactona previno el 
desarrollo de hipertensión arterial en animales tratados con DOCA-sal (117±8 
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mm Hg vs grupo DOCA-sal, p<0,001), el aumento en la expresión del ARNm de 
citoquinas pertenecientes al eje IL-23/IL-17 y la infiltración tisular por células T 
CD4+/IL-17A+en tejido renal.  Además, espironolactona incrementó a los 8 días 
la abundancia del ARNm Foxp3. 
Al suministrar la triterapia antihipertensiva a ratas DOCA-sal observamos 
aunque este tratamiento previno efectivamente la hipertensión arterial, no 
bloqueó la polarización Th17. 
En base a los resultados obtenidos, se concluye que el proceso inflamatorio 
inducido por el tratamiento DOCA-sal implica la activación del eje inflamatorio 
Th17, tanto en células mononucleares sanguíneas como en tejido renal y 
cardiaco. La activación Th17 es prevenida por antagonista del MR 
espironolactona y no por el tratamiento anti-hipertensivo. Estos resultados 
indican que la activación del MR es necesaria para la polarización Th17 que 
caracteriza la hipertensión DOCA-sal y sugieren que el tratamiento con 
antagonistas farmacológicos del MR podría ser utilizado en clínica como una 
estrategia anti-inflamatoria en el tratamiento de la hipertensión arterial. 
 
Palabras Claves: Interleuquina 17, Inflamación, Doca-sal, Hipertensión, 
Hiperaldosteronismo. 
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SUMMARY 
 

High levels of aldosterone cause hypertension and moderate inflammatory state 
in renal and cardiovascular tissue. Clinical and experimental evidence has 
demonstrated that blocking aldosterone receptor (mineralocorticoid receptor, 
MR) reduces tissue inflammation and the production of several pro-inflammatory 
cytokines. However, the profile and timing of the inflammatory phenomena 
associated with MR activation are poorly understood. Recent studies have 
identified a new inflammatory axis, the IL-23/IL-17 pathway, which is involved in 
autoimmune damage in inflammatory diseases of the digestive system and the 
central nervous system. Furthermore, studies in experimental models of 
autoimmunity and hypertension indicate that the development of inflammation 
could be associated with reduced regulatory T lymphocytes (TregFoxP3+). We 
studied whether the activation of the MR by the treatment with 
deoxycorticosterone acetate plus high salt diet (DOCA-salt) causes the 
activation of the IL-23/IL-17 and/or modifies Treg in blood mononuclear cells, 
spleen, cardiac and renal tissue. 
In a first set of experiments, we evaluated the kinetics of IL-23/IL17 pathway 
activation, and the activation and effect of pharmacological blockade of the MR 
on IL-23/IL-17 pathway. We studied three groups of uninephrectomized rats at 
4, 8, 16 and 28 days: 1) vehicle, 2) DOCA (0.5 mg/kg 0.1) + 0.9% NaCl in the 
beverage (DOCA-salt) and 3) DOCA-salt+spironolactone (50 mg/kg/day). In a 
second set of experiments, we evaluated whether IL-23/ IL-17 pathway 
activation is secondary to hypertension (hemodynamic effect) and/or activation 
of MR. We analyzed three experimental groups: 1) vehicle, 2) DOCA / salt, 3) 
DOCA-salt + antihypertensive tripletherapy (Tri; 4mg/kg/day 
Hydrochlorothiazide, Reserpine 0.32 mg/kg/day, Hydralazine 6.5 mg/kg/day). In 
both sets of experiments we evaluated the development of hypertension, tissue 
damage and its correlation with IL-23/IL-17 pathway activation. 
On the fourth day of DOCA-salt treatment, the rats the evidenced systolic 
hypertension (159 ± 8.3 mm Hg vs vehicle 116 ± 7.1 mm Hg, p < 0.001). At the 
eighth day, we observed an increase of IL-17, TGF-β1 and RORγt mRNAs in 
blood mononuclear cells. Similar results were observed in spleen samples from 
DOCA-salt rats. At day 16 of treatment, we observed increased abundance of 
renal and cardiac cytokines mRNAs that favors Th17 polarization (IL-23 and IL-
1β), that was coincident with increased expression of IL-17A protein and the 
appearance of CD4+ / IL-17A+ cell infiltrate. The treatment with spironolactone 
prevented the development of hypertension (117 ± 8 mm Hg vs group DOCA-
salt, p < 0.001), the increase of cytokines transcripts and the cell infiltration. 
Furthermore, at 8 days of treatment, spironolactone increased the abundance of 
Foxp3 mRNA. 
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The treatment of the DOCA-salt rats with antihypertensive therapy did not 
prevented the up regulation of IL-23/IL-17 pathway, although the Tri effectively 
prevented hypertension. 
Based on these results, it is concluded that the inflammatory process induced by 
DOCA-salt involves the activation of IL-23/IL-17 inflammatory axis in blood 
mononuclear cells, spleen, kidney and heart tissue. IL23/IL17 activation is 
depended on the MR activation and independent of hypertension. 
These results indicate that activation of the MR is required for the Th17 
polarization caused by DOCA-salt treatment, and suggests the pharmacological 
treatment with MR antagonists (spironolactone, eplerenone) may be used 
clinically as an anti-inflammatory approach in the treatment of hypertension. 
 
Keywords: Interleukin 17, Inflammation, DOCA-salt, Hypertension, 
Hyperaldosteronism  
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1. Introducción. 
 

La hipertensión arterial y las enfermedades cardiovasculares representan la 

principal causa de mortalidad en Chile y el mundo. El sistema renina-

angiotensina-aldosterona (RAAS, sigla en inglés) es el principal eje endocrino 

regulador de la presión arterial, el balance de sodio y la volemia. La activación 

inadecuada del RAAS representa la segunda causa de hipertensión, con 

aproximadamente 250 millones de personas que equivalen al 15% del total 

global de pacientes hipertensos (Gordon et al., 1993; Lim et al., 1999; Gallay et 

al., 2001; Stowasser et al., 2003).  

Niveles inadecuadamente altos de aldosterona (ALDO) inducen inflamación y 

fibrosis cardiovascular y renal (Min et al., 2005; Chun et al., 2008). Estudios 

experimentales de los años ochenta demostraron que las acciones deletéreas 

de aldosterona se pueden desarrollar en forma independiente de la retención de 

sodio y la hipertensión arterial secundaria. Esta evidencia, más los estudios que 

prueban la expresión del receptor de aldosterona (Mineralocorticoid Receptor, 

MR) en tejidos no epiteliales, han llevado a postular que los efectos deletéreos 

de aldosterona podrían explicarse por la activación del MR presente en el 

sistema cardiovascular y/o células del sistema inmune (Gilbert y Brown, 2010; 

Schiffrin 2012).  

Recientemente se ha descrito que la activación del sistema inmune es 

necesaria para que se produzca hipertensión arterial y daño de tejidos blanco 

(Guzik et al., 2007; Ko et al., 2007; Rickard et al., 2009). La ausencia de 

linfocitos en ratones previene el desarrollo de hipertensión y daño renal en 

animales que reciben la infusión de Angiotensina II (AngII), o tratamiento con 

Deoxicorticosterona-sal (DOCA, precursor de aldosterona y análogo de 

aldosterona; Guzik et al., 2007). Estos resultados sugieren que la activación de 

la respuesta inmune adaptativa representa un mecanismo de daño en la 

hipertensión arterial.  
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La activación de mecanismos inflamatorios y la presencia de infiltrado de 

células mononucleares peri-vasculares son fenómenos tempranos en el 

desarrollo de daño tisular por aldosterona (Brown et al., 2008). Niveles 

inadecuados de ALDO o DOCA, causan la producción de mediadores y 

citoquinas proinflamatorias como osteopontina, proteína quimioatractante de 

monocitos tipo 1 (MCP-1), interleuquina 6 (IL-6) e interleuquina 1β (IL-1β) 

(Rocha et al., 2002; Ko, Jung et al., 2006; Lam et al., 2006; Brown 2008). En 

general, la producción de citoquinas proinflamatorias en condiciones de 

hiperaldosteronismo puede ser prevenida y/o disminuida por los antagonistas 

farmacológicos del receptor de aldosterona (Greene et al., 1996; Rocha et al., 

1999; Blasi et al., 2003). Estos resultados indican que la activación del MR es 

necesaria para que se produzca inflamación en el hiperaldosteronismo. Sin 

embargo, no se sabe si la activación de MR presente en células del tejido 

cardiovascular, renal y/o células inmunes participan en la inducción de 

inflamación. 

El patrón de citoquinas inducido en respuesta a aldosterona no corresponde a 

las clásicas respuestas T helper 1 (Th1) o T helper 2 (Th2) y los mecanismos 

inmunológicos y tejidos que median esta respuesta inflamatoria son 

desconocidos. En el último tiempo se identificó un nuevo linaje de linfocitos T 

Cluster of Diferentiation + (CD4+), involucrados en diversas enfermedades 

inflamatorias crónicas y autoinmunes, los linfocitos Th17, que se caracterizan 

por secretar IL-17 (Murphy et al., 2003; Harrington et al., 2005; Yen et al., 2006; 

Hashmi y Zeng 2006). Estudios recientes han mostrado que IL-17 esta 

causalmente involucrada en el desarrollo de miocarditis autoinmune 

experimental y otras enfermedades inflamatorias autoinmunes (Baldeviano et 

al., 2010). Los niveles plasmáticos de IL-17 se encuentran elevados en 

pacientes con Síndrome Metabólico e hipertensión arterial (Madhur et al., 2010) 

y también se ha demostrado la presencia de linfocitos Th17 en biopsias de 

placas ateromatosas coronaria (Eid et al., 2009). Finalmente, un estudio 
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realizado en ratones infundidos con angiotensina II mostró aumentos de IL-17 

(Madhur et al., 2010). Interesantemente, la ausencia genética de IL-17 (ratones 

KO IL-17-/-) causa una disminución de la respuesta hipertensiva a angiotensina 

II (Madhur et al., 2010). Estos resultados sugieren que la vía inflamatoria Th17 

participaría en la hipertensión arterial y el daño de tejidos blanco secundarios a 

la activación del RAAS. 

La presente tesis de grado busca identificar si el hiperaldosteronismo causa la 

activación de la vía IL-17. Esta hipótesis se probó en el modelo de hipertensión 

arterial inducido por DOCA (mineralocorticoide y precursor de ALDO) y sal 

(NaCl). Se realizaron estudios moleculares e histológicos para analizar la 

potencial activación de la vía IL-17 en células mononucleares, tejido linfoide, 

tejido renal y cardíaco, obtenido de los animales de experimentación DOCA+sal 

y controles. Se evaluó además el efecto protector de un antagonista 

farmacológico del MR (espironolactona) en la potencial activación de esta vía 

en ratas DOCA-sal.  
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 2. Revisión Bibliográfica 
 

2.1. Mecanismo de acción de aldosterona. 
 
ALDO es una hormona esteroidal que ejerce su acción en los tejidos blanco a 

través de la unión a un receptor citosólico, denominado MR (Min et al., 2005; 

Chun et al., 2008). En su forma inactiva, el MR se asocia a un complejo 

multiprotéico formado por diversas chaperonas citosólicas. La unión con la 

hormona activa el MR, el cual se libera de las proteínas chaperonas, forma un 

dímero y se transporta al núcleo celular. En el núcleo, el MR activo actúa como 

un factor de transcripción que modula la expresión de múltiples proteínas. 

Además de encontrarse en los epitelios, tejidos blanco clásicos de aldosterona, 

el MR está presente en corazón (cardiomiocitos, fibroblastos; Lombes et al., 

1995), vasos sanguíneos (endotelio, músculo liso vascular; Takeda et al., 1997), 

cerebro  (Zhou et al., 2000) y células inmunes (Rickard  et al., 2009; Rickard y 

Young 2009; Herrada et al., 2011), mediando acciones directas de ALDO 

(Zennaro et al., 1996; Zennaro et al., 1997).  

ALDO presenta también acciones rápidas, denominadas no-genómicas, que 

fueron reconocidas a mediados de los años noventa. Estas se observan luego 

de 3 a 20 minutos de estimulación hormonal, y son resistentes a la inhibición 

farmacológica de la transcripción y de la síntesis de proteínas. Los mecanismos 

moleculares que median estos efectos no se conocen con detalle, aunque se ha 

logrado identificar diversos mecanismos de transducción que son activados por 

ALDO, entre los que se encuentran las Mitogen Activated Protein Kinases 

(MAPK), aumento de la concentración del calcio intracelular y activación de la 

fosfatidil-inositol 3 kinasa (PI3K). Las acciones no-genómicas de ALDO podrían 

ser particularmente relevantes en los vasos sanguíneos, modulando el tono 

vascular y la homeostasis de iones intracelulares (Michea et al., 1998; Alzamora 

et al., 2000; Alzamora et al., 2003; Michea et al., 2005).  
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2.2. Respuesta inflamatoria cardiovascular y renal asociada a 
niveles inapropiados de aldosterona o hiperaldosteronismo. 
 

Numerosos estudios experimentales muestran que la activación del MR tiene un 

papel central en la producción de daño cardiovascular y renal. En animales de 

experimentación, ALDO causa aumentos de la presión arterial, lesiones 

arteriales de tipo inflamatorio, fibrosis vascular, hipertrofia y fibrosis cardiaca, 

que se desarrollan particularmente rápido cuando se combina con la ingesta de 

una dieta rica en sal (Brilla y Weber 1992; Sun et al., 1997; Rocha y Funder 

2002). Es interesante destacar que en los modelos experimentales de 

hipertensión secundarios a aumentos de los niveles plasmáticos de 

angiotensina II (AngII), que a su vez ocasionan aumentos de ALDO, se produce 

remodelación cardiaca y daño arterial. El daño de tejidos causado por la 

infusión de AngII se desarrolla en forma independiente del aumento de la 

presión arterial (Brilla y Weber 1992). Estos efectos deletéreos de AngII son 

bloqueados por antagonistas de los MR (Rocha et al., 2002). En ratas 

espontáneamente hipertensas  (modelo genético de hipertensión espontánea, 

SHRSP), la hipertrofia cardiaca es atenuada en forma muy significativa al 

administrar espironolactona (Takeda et al., 2000) 

En pacientes humanos hipertensos, las concentraciones plasmáticas de ALDO 

correlacionan con la hipertrofia ventricular izquierda, la disminución de la 

distensibilidad arterial (Duprez et al., 1993a; Duprez et al., 1993b), la 

insuficiencia cardiaca y la mortalidad derivada de la insuficiencia cardiaca 

(Swedberg et al., 1990). Pacientes humanos hipertensos con 

hiperaldosteronismo (AngII suprimida), tienen una alta incidencia de hipertrofia 

ventricular izquierda acompañada de hipertensión (Takeda et al., 2001).  

La evidencia clínica más relevante sobre los efectos nocivos de la activación del 

MR en el sistema cardiovascular se obtuvo al evaluar el uso de un antagonista 

de ALDO en pacientes humanos con insuficiencia cardiaca congestiva en el 

Randomized Aldactone Evaluation Study, RALES (Pitt et al., 1999). Este estudio 
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demostró que la adición de espironolactona al tratamiento habitual de la 

insuficiencia cardiaca severa, disminuye significativamente la mortalidad y 

morbilidad de los pacientes con insuficiencia cardiaca etapa III y IV según la 

New York Heart association (30% y 35% respectivamente; Pitt et al., 1999). De 

igual modo, en un estudio reciente empleando eplerenona (antagonista del MR) 

en 6400 pacientes humanos post infarto agudo al miocardio enrolados 

(Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and 

Survival Study, EPHESUS), se comprobó la eficacia en la disminución de la 

morbi-mortalidad con la adición del antagonista del MR a la terapia estándar 

usada para pacientes con disfunción ventricular izquierda e insuficiencia 

cardiaca post-infarto (Pitt et al., 2003). En el último de estos estudios (4E), se 

demostró que el uso de epleronona combinada con enalapril (inhibidor de la 

enzima convertidora de angiotensina I, I-ECA) genera un descenso significativo 

de la hipertrofia ventricular izquierda y de la relación albúmina/creatinina 

urinaria, lo que indica que el bloqueo MR es efectivo en la prevención de 

órganos blanco de la hipertensión arterial. 

El hiperaldosteronismo produce un estado inflamatorio, hipertrofia cardiaca y 

fibrosis ventricular. Diferentes estudios indican que la activación del sistema 

inmune y la respuesta inflamatoria en estados de hiperactividad del RAAS y/o 

niveles inadecuados de ALDO serían claves para el desarrollo de daño en los 

tejidos (Brilla et al., 1990; Rocha et al., 2002; Matsui et al., 2004; Kagiyama et 

al., 2007; Liao et al., 2008). El desarrollo de fibrosis secundaria a hiperactividad 

del RAAS es antecedido de inflamación coronaria y miocárdica, caracterizada 

por la infiltración de monocitos, linfocitos y células presentadoras de antígeno 

(APCs) (Mervaala et al., 1999; Rocha y Funder 2002). El infiltrado inflamatorio 

se observa junto a la inducción de ciclo-oxigenasa 2 (COX-2) y de citoquinas 

proinflamatorias como osteopontina, NFκB, la proteína quimioatractante de 

monocitos tipo 1 (MCP-1), la molécula de adhesión intracelular tipo1 (ICAM-1) 

(Ahokas et al., 2003; Brown, 2008) y el factor de necrosis tumoral α (TNF-α) 
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(Miura et al., 2006). Algunos estudios han sugerido que en el tejido 

cardiovascular existe un RAAS local, con síntesis tisular de AngII y ALDO 

(Okamura et al., 1999; Jurewicz et al., 2007). La existencia de RAAS local 

implicaría que el reclutamiento de monocitos, linfocitos y APCs podría verse 

exacerbado frente a los elevados niveles de AngII y/o ALDO tisular.  

Las respuestas proinflamatorias desencadenadas por el RAAS a nivel renal son 

similares a las descritas en el corazón. Ratones infundidos con AngII presentan 

una disminución de la velocidad de filtración glomerular y albuminuria, con 

infiltración de macrófagos, estrés oxidativo y depósito de colágeno a nivel renal 

(Liao et al., 2008). Por su parte, estudios en ratas tratadas con ALDO y una 

dieta rica en sal (ALDO-sal), evidenciaron un incremento de osteopontina, MCP-

1, interleuquina 6 (IL-6) e IL-1β en el riñón, los cuales fueron dependientes de la 

activación del MR (Blasi et al., 2003). Asimismo, el tratamiento DOCA-sal en 

ratas indujo la infiltración leucocitaria, acompañada de un incremento en la 

expresión renal de NADPH oxidasa, COX-2, osteopontina y el factor β de 

crecimiento transformante (TGF-β) (Lam et al., 2006). En general, todas estas 

alteraciones conducen al daño glomerular y la fibrosis intersticial (Greene et al., 

1996; Rocha et al., 1999).  

Por tanto, los antecedentes presentados anteriormente permiten concluir que 

una activación inadecuada del RAAS favorece un mecanismo inflamatorio con 

infiltrado peri vascular, daño miocárdico y daño renal (Rocha et al., 2000; Blasi 

et al., 2003; Gerling et al., 2003; Fraccarollo et al., 2008).   

 

2.3. Mecanismos moleculares del daño cardiovascular inducido 
por aldosterona: ¿activación del receptor de 
mineralocorticoides en células del sistema inmune? 
 

Estudios in vivo e in vitro sugieren que la acción proinflamatoria de ALDO a 

nivel cardiovascular y renal puede revertirse mediante el uso de bloqueadores 

del MR. Se ha determinado que espironolactona es capaz de disminuir la 
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hipertrofia, fibrosis y vasculopatía, durante la hipertensión inducida por AngII o 

ALDO (Benetos et al., 1997; Fiebeler et al., 2001; Michea et al., 2008). De igual 

forma, espironolactona disminuye el daño glomerular, la pérdida de capilaridad 

peritubular en modelos hipertensivos (Iwazu et al., 2008) y la expresión del 

inhibidor de la activación de plasminógeno tipo 1 (PAI-1) (Aldigier et al., 2005). 

Eplerenona revierte el incremento de la presión arterial, la hipertrofia (Matsui et 

al., 2004) y la disfunción cardíaca en ratas infundidas con AngII (Wang et al., 

2008). En ratas DOCA-sal, eplerenona disminuyó la fibrosis renal, la expresión 

de COX-2 y de las subunidades de NADPH oxidasa (Lam, 2006). En este 

mismo sentido, eplerenona es capaz de disminuir la generación de TNF-α, 

COX-2, IL-1β e IL-6, en el modelo isquémico de insuficiencia cardiaca (Klanke, 

2008).  

La evidencia de que el bloqueo del MR antagoniza los efectos proinflamatorios 

también ha sido descrita en células mononucleares de sangre periférica 

humana (PBMC). Espironolactona reduce la generación de TNF-α y MCP-1 en 

cultivos de PBMC incubados con AngII (Miura et al., 2006) e inhibe la 

producción de TNF-α, IL-6 e interferón gamma (IFN-γ), cuando las PBMC son 

expuestas a LPS o fitohemaglutinina-P (Hansen et al., 2004).  

El MR está presente en células dendríticas (DC, Herrada et al., 2011), las que 

también podrían ser blanco de ALDO. Experimentos preliminares de nuestro 

laboratorio demuestran el aumento en la expresión de la Serum and 

Glucocortocoid Activated Kinase 1 (SGK1) en células mononucleares de 

sangre, en respuesta a la activación del MR (Datos no Publicados, Tesis 

Doctoral Srta. Jessica Díaz-Elizondo). Además, las respuestas no genómicas a 

ALDO fueron reconocidas por primera vez en células linfoides humanas y 

estudios de nuestro laboratorio encuentran activación por mecanismos no 

genómicos de la enzima ERK1/2, quinasa miembro de la familia de las MAPK 

(Poster presentado a Congreso de la Sociedad de Nefrología de Chile, 2008). 

Estos resultados preliminares muestran que ALDO tiene efectos directos en el 
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sistema inmune. Los resultados en los modelos experimentales in vivo de 

hiperactividad RAAS y la acción protectora de daño que posee el bloqueo del 

MR con los antagonistas farmacológicos, sugieren que la producción de 

citoquinas proinflamatorias en estados de activación del RAAS y/o 

hiperaldosteronismo (Christ y Martin, 1999) podrían ser secundarias a la 

activación del MR de células del sistema inmune. 
 
2.4. Polarización linfocitaria: la nueva vía Th17. 
 

La polarización linfocitaria permite dar especificidad a la activación inmune y 

depende de la liberación de diversas combinaciones de mediadores llamados 

citoquinas. En general, se reconocen tres linajes característicos de linfocitos: 

Th1, Th2, y más recientemente, el linaje Th17. Las subpoblaciones de Th1, Th2 

y Th17 se originan a partir de los mismos precursores, que son los linfocitos T 

CD4+ vírgenes.  

La polarización Th1 es una respuesta a infecciones microbianas o a la 

activación de macrófagos, siendo IL-12 e IFN-γ moléculas características de 

este tipo de polarización (Romagnani, 1997). 

La polarización Th2 es en respuesta a parásitos y alergenos, lo que genera una 

estimulación crónica de los linfocitos T, sin respuesta inflamatoria innata o 

reacción de macrófagos significativa. La polarización Th2 es dependiente de IL-

4, que actúa mediante el factor de transcripción STAT6 (Romagnani, 1997) 

Recientemente se identificó un nuevo linaje de linfocitos efectores CD4+, 

productores de IL-17 (Harrington et al., 2005; Hashmi y Zeng, 2006), conocidos 

como Th17. A la fecha se han identificado 6 isoformas de IL-17 (A-F) y 5 

receptores para IL-17 (IL17R A-E). La isoforma de IL-17 más estudiada es la  

IL-17A (nos referiremos a ella como IL-17) y su receptor IL-17RA. Los Th17 

también secretan otras citoquinas como IL-21 (ayuda a la diferenciación) e IL-22 

(efectora; Hashimi y Zeng, 2006).  
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Las células Th17 tienen un papel en la defensa contra infecciones microbianas, 

colaborando en el reclutamiento de neutrófilos polimorfonucleares. Además, la 

activación de Th17 se ha relacionado con diversas enfermedades inflamatorias 

crónicas y autoinmunes, como la Encefalitis Autoinmune, la Artritis Autoinmune 

y la Colitis Crónica (Murphy et al., 2003; Yen et al., 2006). Se ha reportado 

correlación positiva entre los niveles plasmáticos y tisulares de IL-17 y la 

severidad de la Artritis Reumatoide, Esclerosis Múltiple y enfermedades 

intestinales inflamatorias (Chabaud et al., 1999; Lock et al., 2002; Fujino et al., 

2003). Recientemente se describió la expresión de IL-17 and IFN-γ en plasma y 

biopsias de arterias coronarias afectadas con enfermedad Arterioesclerótica, 

indicado que la vía IL-17 tendría un rol en la producción de daño cardiovascular. 

Así mismo se ha descrito la acción reguladora de los linfocitos T reguladores 

(Treg) o linfocitos T supresores son una subpoblación especializada de 

linfocitos T que actúa suprimiendo la activación del sistema inmunitario (Ivanov 

et al 2007), manteniendo así la homeostasis de este sistema y favoreciendo la 

tolerancia hacia auto antígenos, en caso de activación del eje IL23/IL17. La 

actividad de los Treg ha sido estimada mediante la cuantificación de la 

abundancia del factor de transcripción FoxP3, que es necesario y suficiente 

para producir la polarización de los linfocitos T naive hacia fenotipo Treg 

(Forkhead Box P3; Eid et al., 2009). 

Para la diferenciación de linfocitos CD4+ a Th17 se requiere la presencia de 

TGF-β1 más IL-6  y/o IL-23 (Wilson et al., 2007). Además, IL-1β junto a IL-6 

serían necesarias para promover el compromiso de las células CD4 vírgenes a 

la diferenciación Th17 (Acosta-Rodríguez et al., 2007). Finalmente, IL-23 se 

requiere para que se mantenga la diferenciación Th17 (Hashmi y Zeng, 2006). 

A nivel celular, el compromiso y diferenciación Th17 implican la expresión del 

factor de transcripción  RORγt  (Retinoid Acid Related Orphan Receptor Gamma 

T; Takeda et al., 2000; Figura 1).  
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Estudios con cultivos celulares mostraron que IFN-γ e IL-12 suprimen la 

diferenciación de linfocitos CD4+ a linaje Th17 (Christ y Martin, 1999; Pitt et al., 

2000), resultado que sugiere que la diferenciación Th1 y Th17 son mutuamente 

excluyentes. Sin embargo, no está claro que esto sea del todo correcto, ya que 

cultivos de celulas humanas indican que en determinadas poblaciones 

linfocitarias podrían coexistir las citoquinas IL-17 e IFN-γ (Acosta-Rodríguez et 

al., 2007; Wilson et al., 2007).  

 

 

 

Figura 1 Esquema de polarización linfocitaria CD4+ a linajes Th1, Th2 y 
Th17 con las respectivas vías de señalización.  
(Modificado de Iwakura y Ishigame, 2006) 
 

 

2.5. Posible papel de Th17 en la hipertensión dependiente de 
mineralocorticoides y sal 
 
El hiperaldosteronismo experimental se asocia a inducción en la producción de 

TGF-β1 y la activación de IL-1 e IL-6 (Nagase et al., 2006; Nagase y Fujita 

2007; Onozato et al., 2007; Brown, 2008; Karatas et al., 2008). El bloqueo 

farmacológico del MR bloquea la producción de TGF-β1 en diversos modelos 
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de hipertensión arterial (Chun et al., 2008) y espironolactona bloquea la 

producción de IL-6 e IL-1 en células mononucleares sanguíneas in vitro (Søren 

et al., 2006). 

Sobre la base de los antecedentes expuestos y estudios preliminares sobre la 

activación de citoquinas inflamatorias relacionadas al daño cardiovascular y 

renal producido por ALDO, en esta tesis se analizó en ratas DOCA-sal el daño 

inflamatorio en tejido renal y cardiovascular. Así mismo, buscamos la presencia 

de estas células en sangre y en el bazo. Realizamos estudios a los 4, 8 16 y 28 

días en células sanguíneas, bazo, riñón y corazón, para determinar la 

temporalidad de los fenómenos inflamatorios gatillados por ALDO. En particular, 

estudiamos si el tratamiento DOCA-sal activa la vía IL-17.  
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo  general 
 
Determinar si el tratamiento con deoxicorticosterona (DOCA) y sal (NaCl) activa 

la vía IL-17 en forma dependiente de la activación del MR.  

 

3.2. Objetivos específicos 
 
Evaluar el curso temporal de los potenciales cambios en la expresión de 

transcritos (ARNm) codificantes para IL-17A, IL-1β, IL-23p19, RORγt, FoxP3 y 

TGF-β1 en corazón, riñón, células mononucleares de sangre y bazo en 

animales DOCA-sal. 

Evaluar el curso temporal de los potenciales cambios de la abundancia de las 

proteínas IL-17A y TGF-β1 en corazón, riñón, células mononucleares de sangre 

y bazo de animales DOCA-sal 

Localizar las células productoras de IL-17A y CD4+ en corazón y riñón en los 

grupos experimentales, de acuerdo al curso temporal de los cambios causados 

en tejido diana de ALDO por el tratamiento DOCA-sal. 

Determinar la efectividad del antagonista farmacológico del receptor MR, 

espironolactona, como tratamiento preventivo de los cambios en la expresión de 

las citoquinas, infiltrado celular, hipertrofia y fibrosis en corazón y riñón de ratas 

DOCA-sal. 

Determinar si la activación de la vía Il-17 en respuesta al tratamiento DOCA-sal 

depende del desarrollo de hipertensión arterial (efecto hemodinámico). 
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4. Hipótesis de Trabajo 
 

La activación del MR causa la diferenciación de linfocitos CD4+ a linaje Th17 en 

ratas DOCA-sal, fenómeno que precede el desarrollo de daño cardiovascular y 

renal en este modelo experimental. 
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5. Material y Método 
 

5.1. Materiales 
 

5.1.1. Animales de experimentación, fármacos y reactivos de laboratorio. 
 

Se utilizaron ratas (Rattus novergicus) machos de la cepa Sprague Dawley, de 

peso inicial de 150-180 grs, producidas por el Bioterio Central de la Facultad de 

Medicina de la Universidad de Chile. Todos los animales fueron mantenidos 

según las recomendaciones para manejo y cuidado de animales de 

experimentación de la Guide For The Use of Laboratory Animals, NIH y las 

recomendaciones de Conicyt. Este estudio cuenta con la autorización del 

protocolo experimental por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de 

la Universidad de Chile (Nº de protocolo CBA-0263). 

Se utilizó Acetato de Deoxicorticosterona (Sigma-Aldrich-Aldrich, St. Luis, MO, 

USA), etanol absoluto (Merck Darmstadt, Alemania) y aceite vegetal (Canepa, 

Chile) para preparar la suspensión inyectable de DOCA. 

Se utilizó NaCl (Winkler, México) para suplementar agua de bebida. 

Para el tratamiento con espironolactona se utilizó espironolactona (Mintlab, 

Chile). Para el tratamiento triterapia se utilizó, Hidroclorotiazida clorhidrato 

(Andrómaco, Chile), Reserpina (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) Hidralazina, 

(Andrómaco, Chile). 

Para el lavado de tejidos se utilizó solución tampón fosfato de sodio (PBS), 

136mM NaCl (Wincler, Chile),  10mM Na2HPO4 (Merk KGaA, Darmstadt, 

Alemania), 15mM KH2HPO4 (Merk KGaA, Darmstadt, Alemania). 

La extracción de proteínas se realizó en un buffer de homogenización que 

contiene 50mM de Trizma® ácido (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) pH 7,4, 

1,2mM de EGTA (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA), 2,5mM de MgCl2 6H2O 

(Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA), 250 mM de Sacarosa (Sigma-Aldrich, St. 

Luis, MO, USA), en presencia de un cocktail de inhibidores de proteasas 
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(Complete Mini®, Roche, Mannhein, Alemania). Se homogenizó los tejidos con 

un homogenizador mecánico con vástago de acero inoxidable (PRO 200, Pro 

Scientific, Oxford, USA). 

Para la extracción de ARN se utilizó como medio de homogenización TRIzol® 

(Invitrogen, USA). Para la precipitación y posterior resuspensión de los ácidos 

nucleicos se uso isopropanol (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA), etanol 

(Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) y agua tratada con dietil-pirocarbonato 

(DEPC; Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA). 

Para la recuperación antigénica en las secciones de tejido para 

inmunohistoquímica se utilizó el tampón citrato: 10mM acido cítrico (Merk 

KGaA, Darmstadt, Alemania), 0,05% Tween 20 (Winkler, México), pH=6,0. 

Toda sal y/o reactivos no individualizados son de Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, 

USA, o Merk KGaA, Darmstadt, Alemania. 

 

5.2. Método 
 

5.2.1. Caracterización general de grupos experimentales y mantención. 
  
 
Las ratas fueron mantenidas en el vivero del laboratorio de Fisiología 

Integrativa, el cual cuenta con ciclos luz/oscuridad de 12/12 horas, a una 

temperatura de 21+1ºC, con una humedad controlada de 40-50%. 

Se utilizaron cuatro grupos experimentales de ratas con diferentes tratamientos, 

los estudios se realizaron a los 4, 8, 16 y 28 días según el experimento o 

determinación a realizar.  

1.- Grupo Uninefrectomizados (UNX). 

2.- Grupo UNX con tratamiento de DOCA y suplementado con sal en el agua de 

bebida (DOCA). 

3.- Grupo UNX con tratamiento de DOCA y espironolactona en el alimento con 

suplementación de sal en el agua de bebida (ESPIRO).  
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4.- Grupo UNX con tratamiento de DOCA y Hidroclorotiazida 4 mg/kg/día, 

Reserpina 0,32 mg/kg/día, Hidralazina 6,5 mg/kg/día y sal en el agua de bebida 

(TRI). 
El grupo TRI solo se utilizó para confirmar el papel causal de la hipertensión 

como inductor Th17 (efecto hemodinámico) versus la activación del MR.  

 

No se utilizó un grupo control libre de uninefrectomía puesto que el objetivo de 

este estudio es determinar los fenómenos asociados la a hipertensión inducida 

por ALDO. La UNX permite la reducción de la masa nefronal y acelera el 

desarrollo de la hipertensión. Además, se desestimó la utilización del grupo 

control sano, puesto de la intervención quirúrgica causa activación de múltiples 

vías inflamatorias que pudiesen sesgar los resultados del tratamiento DOCA-

sal. 

 

La técnica anestésica utilizada en la neuroleptoanalgesia, contiene una mezcla 

de Ketamina 10% (Agroland, Chile)  y Xilazina 2% (Agroland, Chile) 80 mg/kg y 

2,9 mg/kg respectivamente, administrada por vía intraperitoneal. 

 

La uninefrectomía se realizó mediante una incisión por el flanco izquierdo, 

decapsulación del riñón izquierdo, ligadura vascular y ureteral con sección 

posterior. Se utilizó nudo cirujano transfixiante, con sutura Vicryl® 5-0 (Ethicon 

inc. Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey, USA). La capa muscular se 

suturó con punto simple discontinuo con sutura Vicryl® 5-0 (Ethicon inc. 

Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey, USA). La piel se suturó con punto  

U horizontal con material de sutura lino trenzado 3-0 (Ethicon inc. Johnson & 

Johnson, Somerville, New Jersey, USA). Luego de la cirugía los animales se 

mantuvieron en reposo durante 6 días en jaulas individuales. 

Se utilizó una solución de Acetato de Deoxicorticosterona diluido en etanol 

absoluto  (20 mg/mL con 2,25 mL de aceite vegetal). La suspensión se 
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suministró vía intramuscular en una dosis semanal de 30 mg/kg/semana divido 

en 2 inyecciones por semana, con una jeringa de 1 mL (aguja 25G), en el 

músculo semimembranoso derecho e izquierdo, se distribuyó entre ambos 

músculos la dosis a inocular, para disminuir el daño. Para beber, los animales 

recibieron solución de 1% NaCl ad libitum. 

A través del alimento se administró 2 tipos de dietas elaboradas en el 

laboratorio, una con espironolactona 50 mg/kg/día más la base nutricional y otra 

únicamente con la base nutricional. El alimento contiene carbohidratos, 

proteína, lípidos, minerales y vitaminas estándares para roedores, para los 

grupos UNX y DOCA se alimentaron solo con alimento base, el grupo ESPIRO 

fueron alimentados  con la dieta suplementada con espironolactona. 

El grupo TRI, fue administrada los antihipertensivos por vía oral por medio del 

agua de bebida, donde se administró Reserpina 0,32 mg/kg/día, Hidralazina 6,5 

mg/kg/día y Hidroclorotiazida 4 mg/kg/día. 

 

5.2.2. Muestreo experimental in vivo y ex vivo 
 

5.2.2.1 Medición de la presión arterial 
 

Se realizaron mediciones cada 48 horas de la presión arterial por método de 

manga barométrica en la cola, en animales conscientes, previamente 

entrenados. Las mediciones fueron registrados en un sistema Power Lab 4/2ST 

y luego analizados con el software Power Lab Chart 5 (Australia).  

La eutanasia se realizó a los 8, 16 ó 28 días, mediante sobredosis anestésica. 

Inmediatamente se colectaron tejidos y fluidos para estudio, de acuerdo al 

siguiente orden de extracción: 

 
· Sangre 
· Bazo 
· Riñón 
· Corazón (ventrículos) 
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Para la extracción de ácidos nucleicos y proteínas, las muestras obtenidas se 

limpiaron  completamente de sangre en  PBS 1X, se pesaron y limpiaron para 

luego continuar con la extracción ARN y proteínas.  

Para extracción de proteínas totales, se utilizó 200 a 250 mg del tejido y para 

las extracciones de ARN total, entre 15 a 20 mg.  

 

5.2.2.2. Extracción y determinación de la abundancia de ARNm  
 

5.2.2.2.1 Extracción de ARN total  
 

Se extrajo ARN de muestras de corazón, riñón y bazo. La extracción de ARN  

en tejidos de ratas se realizó a partir de 15-20 mg de tejido,  se homogenizó 8 

veces por 15 seg. en 1 mL de Trizol (Gibco BRL-Life Technologies) a 0°C, en 

homogeneizador Pro 200 (PRO Scientific Inc). El lisado obtenido de tejido fue 

traspasado a un tubo de 1,5 mL, incubando durante 10 minutos a temperatura 

ambiente y luego se agregó 0,2 mL de cloroformo, se mezclaron 20 veces por 

inversión y 20 segundos en vortex, se incubaron a temperatura ambiente por 3 

minutos y luego se centrifugaron a 11200g durante 15 minutos a 4ºC en 

microcentrífuga 5403 (Eppendorf). Luego de centrifugar se formaron dos fases, 

la fase superior acuosa se traspasó a un nuevo tubo de 1,5 mL agregando 500 

µL de isopropanol 75% frío y agitado en vortex durante 20 seg. La muestra se 

guardó a -20°C por media hora, luego se centrifugó a 11000 rpm durante 10 

minutos a 4°C, para precipitar el ARN total. Este precipitado que se resuspendió 

en 40 µL agua libre de nucleasas. Cada una de las muestras fue tratada con 4 

µL de 10X DNAse I Buffer (DNA-free Kit, Ambion, AM1906) con 1 µL de DNAse 

I (2U/µL) por 30 minutos a 37ºC. La reacción se detuvo con 5 µL de DNAse I 

Inactivation Reagent por 2 minutos a temperatura ambiente con agitación 

ocasional. Posteriormente se centrifugó a 10000g por 2 minutos, a temperatura 

ambiente luego se removió el  sobrenadante y se guardó el ARN a -80ºC.  
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5.2.2.2.2. Electroforesis de ARN  
 

Para verificar que las muestras de ARN no presentan degradación o 

contaminación por ADN genómico, se utilizo el método de electroforesis 

horizontal denaturante en gel de agarosa 1,2%(p/v)-formaldehído 6%(v/v) en 

tampón MOPS 1 x (ácido 3-(N-morpholino) propanosulfónico 20mM, acetato de 

sodio 8mM, EDTA 1mM, pH=7,2). Las muestras se cargaron en el gel con la 

solución tampón de carga 1x (formamida 50% (v/v), glicerol 25% (v/v), azul de 

bromofenol 0,12% (p/v), bromuro de etidio 0,1 µg/uL, formaldehído 20%). La 

electroforesis se realizó a 90 voltios utilizando una fuente poder PS 3002 

(GibcoBRL-Life Technologies). Para la visualización de las bandas, el gel se 

expuso a luz ultravioleta obteniendo la imagen digital. La imagen digital fue 

luego analizada con el programa Adobe Photoshop® Cs5 PRO™., para 

determinar la abundancia relativa de las bandas de 18Sy 28S, con el fin de 

determinar la calidad del ARN, siendo un valor aceptable aquellas muestras que 

presentan una razón superior a 2,0 entre las bandas 18S y 28S. 

 

5.2.2.2.3. Transcripción reversa.  
 

La reacción de transcripción reversa se llevó a cabo con el sistema de síntesis 

para RT-PCR  Improm-IITM Reverse Transcription System (Promega 

Corporation, WIS, USA). Se utilizó 0,2 µg de ARN total junto a 0,5 µL de 

random primers 500 µg/mL, luego la mezcla se llevó a un volumen de 5 µL con 

DEPC-H2O a 65°C, por 5 minutos y luego a 4°C por otros 5 minutos. 

Simultáneamente se preparó una mezcla de reacción que incluye: 5,75 µL de  

DEPC-H2O, 4 µL de 5 x RT Buffer Improm-II (tampón de reacción), 3µL de 

MgCl2 25mM, 0,75 µL de dNTP 10mM, 0,5 µL de ARNsin y 1,0 µL de Improm-II 

RVT, completando un volumen final de 15 µL. Se incubó por 5 minutos a 25°C, 

luego 60 minutos a 42°C y por último 15 minutos a 70°C. El ADNc obtenido fue 

almacenado a -20°C hasta su uso. 
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5.2.2.2.4. qPCR 
 

El uso de esta metodología permite estimar la abundancia de producto de PCR, 

basado en la medición de fluorescencia emitida por una molécula llamada 

SYBR Green. 

La abundancia de ARNms específicos se determinó por técnica de qPCR en un 

termociclador de tiempo real (Mx 3000P, QPCR System, Stratagene, CA, USA). 

El análisis de datos se realizó con el software del equipo. Se estandarizó la 

cuantificación de las diversas especies de mARN corrigiéndolas en abundancia 

por un gen control, 18S ribosomal, que fue medido en todas las muestras bajo 

las mismas condiciones, lo que incluyó: Agua libre de nucleasas; Tampón de 

PCR; MgCl2 1,5 mM; dNTPs 0,2 mM;  Taq  2 µM (Kit Taq Polimerasa, 

Fermentas); Sentido 0,5 µM; Antisentido 0,5 µM; SYBR Green 1/20000 

(Molecular Probes, Invitrogen, CA).Para cada grupo de reacciones se utilizó 

2µL de ADNc templado para la curva estándar (diluciones 6 órdenes de 

magnitud) y 2 µL de ADNc templado proveniente de la RT realizada para cada 

muestra.  

El programa seleccionado para las curvas 18S consistió en un ciclo de 

denaturación inicial a 95ºC por 1 minuto, luego 21 ciclos de amplificación que 

consisten en denaturación a 93ºC por 30 segundos, apareamiento a 60ºC por 

18 segundos y extensión a 72ºC por 20 segundos. La fluorescencia fue 

entonces adquirida al final de la fase de extensión y la lectura se realiza a 85ºC 

al final de cada ciclo. Posteriormente se realizó una curva de denaturación, 

desde 78ºC hasta 95ºC, donde se realiza la lectura de la fluorescencia, dejando 

las muestras a una temperatura final de 25ºC. Además, se realizaron 

cuantificaciones para transcritos  rIL-17, rIL-23, RORγt  (factor de transcripción 

MR), rIL-1β, FoxP3 (marcador Treg), CD11c (marcador DC), TGF-β y 18s 

mediante qRT-PCR con partidores específicos diseñados en el laboratorio 
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(Tabla 1) a partir de las secuencias del mARN (GEN BANK, NLM/NIH) y el 

software "Primer3" (Rozen y Skaletsky, 2000). La especificidad de los partidores 

se comprobó realizando un Blast (Basic Local Alignment Search Tool; NLM/NIH, 

2006). Los partidores fueron sintetizados por Integrated Device Technology 

(San José, CA, USA). 
r-TGF-β1sentido 5’ GAC CTG ATA GCT TC 3’ 

r-TGF-β1anti sentido 5’ GGG TCT CCC AAG GAA AGG AT 3’ 

r-IL-6 sentido 5’ AGT TGC CTT CTT GGG ACT GA 3’ 

r-IL-6 anti sentido 5’ ACA GTG CAT CAT CGC TGT TC 3 

r-IL17 sentido 5’ CTT CAC CTT GGA CTC TGA GC 3’ 

r-IL17anti sentido 5’ TGG CGG ACA ATA GAG GAA AC 3’ 

r-IL-23 sub unidad p19 sentido 5’ CAG GTT CCC ATG GCT ACA GT 3’ 

r-IL-23 sub unidad p19 anti sentido 5’ TCT GGG GTT TGT TGC TTT TC 3’ 

r-IL-1β sentido 5’ CTG TGA CTC GTG GGA TGA TG 3’ 

r-IL-1β anti sentido 5’ GGG ATT TTG TCG TTG CTT GT 3’ 

r-18s sentido 5’ CGA CGA CCC ATT CGA ACG TCT 3’ 

r-18s anti sentido 5’ GCT ATT GGA GCA TGG ATT TAC CG 3’ 

r-FoxP3 sentido 5’ AGG CAC TTC AGG CAC GA 3’ 

r-FoxP3 anti sentido 5’ CTG GAC ACC CAT TCC AGA CT 3’ 

r-CD11c sentido 5´ GCT GTG ATG AGC CAA CTT CA 3´ 

r- CD11c anti sentido 5´ TGA TAG CCG AGG CTG TTC TT 3´ 

r-RORγt  sentido 5’ GCC TAC AAT GCC AAC AAC CAC ACA 3’ 

r-RORγt  anti sentido 5’ TGA TGA GAA CCA AGG CCG TGT AGA 3’ 

Tabla 1 Lista de partidores utilizados. 
Los resultados son presentados en abundancia relativa del trascrito de interés versus el 
control interno de carga 18S. 
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5.2.2.3. Extracción y determinación de expresión de proteína. 
 

5.2.2.3.1. Extracción de proteínas 
 

La extracción de proteínas se realizó en buffer de homogenización Tris-

Sacarosa con homogeneizador mecánico (Polytron Pro 200, PRO Scientific 

Inc.). El homogenizado se centrifugó a  800g por 10 minutos a 4°C para eliminar 

debris y el sobrenadante se almacenó -80°C, hasta realizar determinación de 

concentración de proteínas y estudios de Western blot. 

 

5.2.2.3.2. Cuantificación de proteínas mediante  la reacción de Bradford  
 

Luego de aplicación de reactivo de Bradford (Thermo Scientific), se determinó la 

absorbancia a 525nm en espectrofotómetro (Evolution 300 UV-Visible 

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA). Para las 

muestras MNSC, se determinó la concentración de proteínas mediante 

electroforesis en un gel de acrilamida al 10%, empleando BSA como curva 

estándar. Para la cuantificación se utilizó Adobe Photoshop® Cs5 PRO™. 

 

5.2.2.3.3. SDS-PAGE 
 

Se preparó  geles denaturantes de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio en 

gradiente (16% - 8%). Se cargaron 40 µg de proteínas en cada bolsillo del gel. 

La separación electroforética se realizó a 200V por 5 minutos y después a 150V 

por 90 minutos. Para estimar el peso molecular de las proteínas separadas por 

SDS-PAGE, se utilizó mezcla de proteínas estándar de peso molecular 

conocido y preteñidas (Fermentas, cat SM1811). 
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5.2.2.3.4. Electro transferencia semi-húmeda 
 

Se realizó una transferencia semi-húmeda en cámara BioRad, a membrana 

PVDF (Pierce). La electrotransferencia se realizó aplicando campo con corriente 

constante (115 mA) y voltaje menor a 25V.  

 

5.2.2.3.5. Western blot 
 

El Western blot se realizó en 3 etapas: 

 

Anticuerpo Primario. 

Se utilizando anticuerpos policlonal de conejo Anti-IL17A de ratón (cat SC-7927, 

Santa Cruz Biotechnology Inc., Sta. Cruz, CA, USA), dilución de 1:500 en BSA 

al 4% a 4°C, incubado por toda la noche en agitación. También se realizó al 

incubación con Anti-β-Actina (cat A5441, Sigma-Aldrich-Aldrich, St. Luis, MO, 

USA) a una dilución de 1:2000 en leche descremada a 4% a 4°C toda la noche 

en agitación en una segunda utilización de la membrana.  

 

Anticuerpo Secundario. 

Como anticuerpos secundarios se usaron Donkey Anti-Rabbit ECL IgG-HRP 

(cat NA934, Amersham) a una dilución de 1:2000, en BSA 4% a temperatura 

ambiente por 2 horas en agitación y Goat Anti-Mouse IgG, H&L Peroxidase 

Conjugate (cat 401215, Calbiochem, MA, USA) a una dilución de 1:2000 en 

leche 5%, durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación respectivamente. 

 

Revelado. 

Se utilizó el reactivo quimioluminicente ECL Western blot Subs (Pierce, cat 

32106), placa radiográfica (Kodak, CA, USA),  la densitometría se realizó con el 

programa Adobe Photoshop® Cs5 PRO™.  



 41 

 
 
5.2.2.4. Inmunohistoquímica. 
 

La mantención de los tejidos de realizó mediante la inclusión en parafina.  

La fijación fue en base a etanol 50º, con pasajes sucesivos hasta etanol 

absoluto y xilol. 

La inclusión en parafina se realizó en pasajes seriados de parafina líquida (55º 

en la estufa) en bloque para generar los tacos o cubos con la muestra incluida . 

La conservación de los bloques fue a 4ºC .La sección de los tejidos se realizó 

en un micrótomo sobre portaobjetos silanizados (DAKO a3003). 

Se realizaron 2 tipos de inmunohistoquímica: tinción simple y con doble tinción. 

Para ambas técnicas se montaron cortes en parafina de riñón y corazón de 5 

micrómetros de espesor. 

 

5.2.2.4.1 Técnica de tinción simple 
 

La hidratación se realizó en agua destilada y para la recuperación antigénica se 

utilizó el tampón citrato, el bloqueo se hizo con caseína y se incubó con el 

anticuerpo primario, a 4°C toda la noche. Luego del lavado se colocó el 

anticuerpo secundario (unido a la enzima horseradish peroxidase y 

streptavidina) por 30 minutos, se colocó el cromógeno diaminobenzidina (DAB; 

Vector Lab. UK, ImmPACT™ DAB SUBSTRATE, SK-4105) el tiempo de 

reacción de DAB fue 30 a 60 segundos. La eliminación del exceso de tinción se 

realizó con agua destilada. Para el marcaje de los núcleos se utilizó 

hematoxilina  (Vector Lab. UK, VECTOR Hematoxylin, H-3401) en la técnica de 

tinción con una sola marca, finalmente se deshidrató, aclaró y montó el un 

cubreobjetos. Esta técnica fue utilizada para la tinción CD11c. 
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5.2.2.4.2. Técnica de tinción doble 
 
La técnica de doble tinción contempla el bloqueo de las proteínas con caseína, 

e incubación a 4ºC toda la noche con un anticuerpo biotinilado (primer 

anticuerpo primario), se lavó y se bloqueó la fosfatasa alcalina endógena con 

levamisol, se tiñó con el cromógeno BCIP/NBP (Vector Lab. UK, BCIP/NBT AP 

Substrate Kit, SK-5400 ). El proceso de tinción se detuvo con agua corriente, 

luego se realizo el protocolo de tinción simple con DAB como cromógeno 

señalado anteriormente. Para el control de núcleo se utilizó Methyl Green (color 

verde; Vector Lab. UK, VECTOR Methyl Green, H-3402) para no confundir los 

colores y lograr un buen contraste versus la coloración de los cromógenos 

unidos a anticuerpos (café y azul). Se deshidrató y montó en un cubreobjetos. 

Técnica utilizada para las tinciones de CD4/IL17A (Amodio y Gregori 2012). 

 

Los anticuerpos primarios para el Inmunohistoquímica fueron: 

Anticuerpo monoclonal ratón Anti-CD4-rata (Invitrogen, CA, MR5100) 1:1000. 

Anticuerpo policlonal conejo Anti-IL17A-rata (Santa Cruz Biotechnology, Sta. 

Cruz, CA, SC-7927) 1:500. 

Anticuerpo monoclonal ratón Anti-CD11c-humano (Adcam, Cambridge, MA, 

ab11029) 1:500. 

 

Los anticuerpos secundarios para el Inmunohistoquímica fueron: 

Anticuerpo policlonal cabra Anti-IgG (H+L) conejo biotinilado (Vector Lab. UK, 

BA-1000) 1:500.Anticuerpo policlonal cabra Anti-IgG (H+L) ratón biotinilado 

(Vector Lab. UK, BA-9200) 1:500. 

Los portaobjetos se fotografiaron para documentación y cuantificación del 

numero de células positivas a la marca especifica. Se analizaron campos 

visuales documentados con magnificación 40x. Para cada portaobjetos se 

analizaron 20 campos, cuantificando el número de células con tinción (marca +) 
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y se calculó el promedio y error estándar de los resultados obtenidos para el 

tejido de cada animal perteneciente a los diferentes grupos experimentales (n=5 

animales por grupo).  

 

5.2.2.5 Fisiología Renal 
 

5.2.2.5.1 Obtención de Muestra para evaluación renal. 
 

La obtención de muestra de orina para evaluar la función renal, se realizó en 

jaula metabólica (cat. 01-287-6A, Tecniplast-Thermo Fisher Scientific Inc., MA, 

USA) durante 24 horas, de forma individual para determinación de la 

concentración de creatinina y presencia de albúmina. 

Además, al fin del periodo de recolección de orina, se obtuvo plasma para el 

análisis de la concentración de creatinina.  

 

5.2.2.5.2 Medicación de Clearance de Creatinina. 
 

El método empleado para las muestras de orina y plasma se basa en una 

determinación colorimétrica por métodos enzimáticos de la creatinina (Thermo 

Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA cat. TR35401). El resultado fue medido 

por absorbancia mediante electrofotometría (Evolution 300 UV-Visible 

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA). A una 

absorbancia de 550nm. 

 

5.2.2.5.3 Medición de la Albuminuria 
 

Se utilizó método turbidimétrico. La albúmina presente en la muestra de orina 

provoca la aglutinación de las partículas de látex recubiertas con anticuerpos 

anti-albúmina. La aglutinación de las partículas de látex es proporcional a la 

concentración de albúmina y puede ser cuantificada midiendo turbidez de la 
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solución (absorbancia a 550nm; BioSystems BA, España, Cat. 31924; Evolution 

300 UV-Visible Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, 

USA). 

 

 

5.3. Tamaño muestral y estadística 
 

Se estimó un tamaño muestral de 40 animales, los que se distribuyen en grupos 

de 4 animales por tratamiento/tiempo para los experimentos propuestos. 

Para la estimación del tamaño de cada grupo se aplicó la ecuación estadística: 

   n =  log β  
log ρ 

 
Donde: 

 1-β = Poder estadístico utilizado (β = 0,2) 

    ρ = Proporción de animales que desarrollan hipertensión arterial (modelo 

clásico DOCA-sal; 0,96 )  

Se esperaba encontrar diferencias estadísticamente significativas en base a la 

hipótesis planteada, asumiendo una variabilidad de las determinaciones menor 

al 5%, distribución normal de las variables a analizar y un nivel de significancia 

estadística p<0,05. 

El uso de 40 animales contempló 12 animales para los grupos UNX, DOCA y 

ESPIRO  (sacrificio a los 8, 16 y 28 días de tratamiento), y 4 animales para 

grupo TRI (16 días de tratamiento) 

Los resultados se expresaron como media aritmética ± error estándar. 

Para el análisis de variables continuas se realizó por Análisis de Varianza 

(ANOVA) de una vía, con test posterior de Bonferroni. Se consideró 

estadísticamente significativo un valor p < 0,05 (5%). 

En los estudios semicuantitativos independientes (comparaciones de 

membranas de Western blot a 8 días vs membranas de Western blot a 16 días) 
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no es posible realizar comparaciones estadísticas, debido a que se realizó 

estudios independientes, en membranas en que se cargaron muestras de 8 o 

de 16 días (muestras de experimentos independientes, procesadas de acuerdo 

a su serie temporal por separado).  
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6. Resultados 
 

6.1. Espironolactona previene el desarrollo de hipertensión 
arterial en ratas DOCA. 
 
Al cuarto día de iniciado el tratamiento, observamos un aumento significativo de 

la presión arterial sistólica de ratas DOCA (5 mg/kg DOCA – 1% NaCl), con 

respecto al grupo uninefrectomizado que recibió sólo vehículo (159 ± 8,3 mm 

Hg vs 116 ± 7,1 mm Hg, p<0,001; Figura 2). Esta diferencia se mantuvo a lo 

largo del período de estudio. El tratamiento con espironolactona (50 mg/kg/día) 

previno el desarrollo de hipertensión arterial (117 ± 8,0 mm Hg vs 159 ± 8,3 mm 

Hg, día 28, p<0,001). 

 
Figura 2 Presión arterial sistólica en ratas DOCA y en ratas tratadas con 
espironolactona.  
Se midió la presión arterial en la cola de los animales comprendidos en el estudio, en 
los días 0, 4, 8, 16 y 28 de tratamiento. Los valores corresponden al promedio ± EE 
(n=5 por grupo) *p< 0,001 vs valores basales del grupo uninefrectomizado.    
 
 
 
 
 

´ 

´ 
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6.2 Espironolactona previene la cardiomegalia e hipertrofia 
renal en ratas DOCA. 
 

El riñón presenta hipertrofia a los 16 y a los 28 días de tratamiento en el grupo 

DOCA, lo que fue prevenido por espironolactona. El corazón presentó 

cardiomegalia a los 28 días de tratamiento, la que fue prevenida por 

espironolactona. (Tabla 2 y Figura 3) 

 

Tabla 2 Tabla de datos morfológicos. 
Muestras extraídas posterior al sacrificio a los 4, 8, 16 y 28 días de tratamiento. PCF: 
peso corporal final; PVI: Peso Ventricular Izquierdo; PR: Peso del Riñón; PE: Peso del 
Bazo; PAS: Presión Arterial Sistólica. Los pesos de los tejidos son expresado promedio 
± EE en mg de peso del órgano por gr de peso corporal del animal *p<0,05 vs UNX; 
#p<0,05 vs DOCA; n=5 por grupo experimental en cada uno de los tiempos estudiados. 
 

 

UNX          DOCA           ESPIRO               

´ 

´ 

´ 

´ 
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Figura 3 Morfología de órganos.  
En el caso del corazón, el peso señalado corresponde solamente los ventrículos 
excluyendo las aurículas, los cuales fueron disecados previo a la medición. Los pesos 
están expresados en mg de peso del órgano por gr de peso del animal vivo. Las barras 
representan el valor promedio ± EE, * p<0,05 vs UNX, # p<0,05 vs DOCA, n=5 en cada 
grupo.  
 
  

´ ´ ´ 

´ 
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6.3 Datos fisiológicos 
 

6.3.1. Velocidad de Filtración glomerular (VFG). 
 

Se estimó la VFG mediante el clearance de Creatinina. Los animales DOCA 

mostraron una disminución de la VFG desde los 8 días de tratamiento. El 

tratamiento con espironolactona logró bloquear la caída de VFG (Figura 4). 

 
 

Figura 4 Velocidad de Filtración Glomerular por Clearance de Creatinina.  
La orina de 24hrs fue recolectada en jaulas metabólicas . Los puntos representan el 
valor promedio ± EE, *p<0,05 vs UNX, n=5 por grupo.  
 

6.3.2 Proteinuria 
 

La micro albuminuria (proteinuria) es un indicador de daño de la barrera de 

filtración glomerular. En los animales DOCA observamos proteinuria desde los 8 

días, la cual fue prevenida completamente por el tratamiento con 

espironolactona (Figura 5). 
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Figura 5 Proteinuria. 
Las barras representan el valor promedio ± EE, *p<0,05 vs UNX, #p<0,05 vs DOCA, 
n=5 por grupo.  
 
6.4 Expresión del ARNm de RORγt, IL-17A, citoquinas 
polarizantes Th17 y FoxP3 en células mononucleares 
sanguíneas (MNSC). 
 

 Al día 8 de iniciado el estudio, observamos un aumento significativo de la 

abundancia de los ARNm para IL-17 en las MNSC de ratas sometidas al 

tratamiento DOCA-sal, con respecto al grupo control uninefrectomizado (Figura 

6B). Asimismo, encontramos aumentos en la abundancia del ARNm del factor 

nuclear RORγt (Figura 6A). Los cambios en la abundancia del ARNm de la 

citoquina responsable de la polarización Th17, TGF-β1 mostró cambios 

similares (Figura 6C). En cuanto a las  citoquinas que favorecen el 

mantenimiento del fenotipo IL-17 en los linfocitos T CD4+, IL-1β e IL-23p19, no 

hubo mayores diferencias a los 8 días de estudio (Figuras 6D y 6E). Además, el 

aumento en la expresión de IL-17 en MNSC se acompañó por una disminución 

del ARNm de FoxP3 (Figura 6E), un factor de transcripción que se expresa en 

´ 
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linfocitos Treg CD4+. El tratamiento con espironolactona previno parcialmente el 

aumento de TGFβ1 e IL-17 inducido por DOCA, aumentando los niveles 

basales para FoxP3 en los MNSC. Los cambios en la abundancia de los ARNm 

evaluados para las distintas citoquinas del perfil Th17, también sugirieron un 

aumento en las MNSC de ratas DOCA con respecto al grupo uninefrectomizado 

al día 16 del estudio. Sin embargo, sólo la diferencia en la expresión de IL-1β 

fue estadísticamente significativa (Figura 6D). Espironolactona previno 

parcialmente el aumento de IL-1β, manteniendo los niveles versus el control 

para FoxP3 en los MNSC (Figura 6E).  

 
Figura 6 Abundancia relativa en MNSC de IL-17A, de citoquinas que 
favorecen la polarización y el mantenimiento de la vía Th17, y de FoxP3.  
Se obtuvo ARN total para transcripción reversa de MNSC. Con el ADNc de cada 
muestra se realizó PCR en tiempo real para: RORγt (A), IL-17 (B), TGF-β1 (C), IL-1β 
(B), IL-23 (subunidad p19) (E) y FoxP3 (F), a los 8 y 16 días. Como estándar interno se 
utilizó producto 18S (constitutivo), expresando la abundancia de cada mensajero como 
la razón relativa con 18S. Los valores corresponden al promedio ± EE (n=5 por grupo) 
*p< 0,05 vs valor basal, #p< 0,05 vs DOCA. 
 

´ ´ ´ 

´ ´ ´ 
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6.5 El tratamiento DOCA induce la expresión proteica de IL-17 
en MNSC.  
 

El aumento de la abundancia de los ARNm para IL-17 en las MNSC observado 

a los 8 días y su caída posterior a los 16 días de iniciado el tratamiento DOCA 

(Figura 7A). Se midió la expresión de la proteína IL-17 que aumentó 

aproximadamente ocho veces sobre la situación control (Figura 7A). Este 

incremento fue prevenidos por espironolactona. El tratamiento con DOCA indujo 

el aumento de la abundancia de TGF-β1, siendo prevenido con el tratamiento 

con espironolactona (Figura 7B). 

 
Figura 7 Abundancia de IL-17A y TGF-β1 en MNSC de ratas DOCA.  
Se cargaron 40µg de homogenados de proteína obtenida a partir de MNSC de ratas 
DOCA, a los 8 y 16 días después de iniciado el estudio. Los gráficos corresponden a la 
relación IL-17/β-actina (control de carga), expresada como abundancia relativa para 
cada una de las condiciones. Los valores corresponden al promedio ± EE (n=4) *p< 
0,05 vs valor basal, y #p< 0,05 vs DOCA. 
 

  

´ ´ 
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6.6 Expresión del ARNm de IL-17A, de citoquinas, factores de 
transcripción que favorecen la vía Th17 y de FoxP3 a nivel 
esplénico. 
 

La activación de la respuesta inmune adaptativa Th17 podría requerir de la 

presentación antigénica y activación de Th17 en órganos linfoides periféricos. 

Por ello decidimos evaluar la expresión de citoquinas polarizantes IL-17 en el 

bazo. En el día 8, el tratamiento DOCA indujo un aumento significativo tanto de 

la abundancia de los ARNm para las citoquinas que participan en la polarización 

y mantenimiento de la vía Th17 (Figuras 8C, 8D y 8E) y en la expresión de IL-

17 en el bazo (Figura 8B). Espironolactona previno la sobreexpresión de TGF-

β1, RORγT, IL-1β e IL-23p19. La disminución en la expresión esplénica de las 

distintas citoquinas se acompañó por un aumento significativo del ARNm de 

FoxP3 (Figura 8E). 

Al día 16 del estudio, observamos un aumento significativo de la abundancia 

esplénica de IL-1β y IL-23p19 en ratas sometidas al tratamiento DOCA. IL-17 

también tiene un aumento significativo de la abundancia del transcrito, pero 

menor que a los 8 días. Asimismo el aumento de RORγt y la disminución de 

FoxP3 renal en el grupo DOCA fueron prevenidas por el bloqueo con 

espironolactona (Figura 8A y 8E). Tanto a los 8 como a los 16 días de estudio, 

espironolactona previno el aumento de las distintas citoquinas inducido por 

DOCA, excepto IL-1β, que mostró solamente una prevención parcial.  
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Figura 8 Abundancia relativa esplénica de IL-17A, de citoquinas que 
favorecen la polarización y el mantenimiento de la vía Th17, y de FoxP3.  
Se obtuvo ARN total para transcripción reversa de bazo. Con el ADNc de cada muestra 
se realizó un PCR en tiempo real para: RORγt   (A), IL-17 (B), TGF-β1 (C), IL-1β (B), IL-
23 (subunidad p19) (E) y FoxP3 (F), a los 8 y 16 días después de iniciado el estudio. 
Como estándar interno se utilizó producto 18S (constitutivo), expresando la abundancia 
de cada citoquina como la razón relativa con 18S. Los valores corresponden al 
promedio ± EE (n=4) *p< 0,05 vs valor basal, y #p< 0,05 vs DOCA. 

´ ´ ´ 

´ ´ ´ 
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6.7 El tratamiento DOCA induce la expresión proteica de IL-17A 
a nivel esplénico. 
 

El aumento de la abundancia de los ARNm para IL-17 a nivel esplénico a los 8 

días y su caída posterior a los 16 días de iniciado el tratamiento DOCA (Figura 

9A), se asoció a un perfil de cambio similar en los niveles de la proteína IL-17, 

los cuales aumentaron aproximadamente once veces sobre la situación control 

(Figura 9A). Similar situación experimentó TGF-β1 con un de siete veces 

(Figura 9B). Estos incrementos fueron prevenidos por espironolactona en el 

bazo, a los 8 y 16 días. 

 
Figura 9 Abundancia de IL-17A y TGF-β1 en bazo de ratas DOCA.  
Se cargaron 40μg de homogenado de proteínas del bazo de ratas sometidas al 
tratamiento DOCA-sal, a los 8 y 16 días después de iniciado el estudio. Los paneles 
superiores muestran Western blot representativos. Los gráficos corresponden a la 
relación IL-17/β-actina (control de carga) (A) y a la relación TFG-β1/β-actina (control de 
carga) (B), expresada como abundancia relativa para cada una de las condiciones. Los 
valores corresponden al promedio ± EE (n=4 por grupo) *p< 0,05 vs valor basal. 
 

 

 

 

 

 

´ ´ 
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6.8 Expresión del ARNm de RORγt, IL-17A, citoquinas y de 
FoxP3 a nivel renal. 
 

En el día 8, el tratamiento DOCA indujo un aumento significativo de la 

abundancia de los ARNm para las citoquinas que participan en la polarización y 

mantenimiento de la vía Th17 (Figuras 10A, 10B, 10C y 10D), con respecto al 

grupo control uninefrectomizado. Se detectaron cambios considerables en la 

expresión de IL-17 en el riñón total de los animales DOCA (Figura 10A). 

Espironolactona previno la sobreexpresión de IL-17, TGF-β1, RORγt, IL-1β e IL-

23p19. Sin embargo la expresión de Foxp3 fue incrementada por el tratamiento 

ESPIRO en este tiempo (Figura 10F).  

Al día 16 del estudio, observamos un aumento significativo de la abundancia 

renal de IL-17 en ratas sometidas al tratamiento DOCA respecto al grupo 

uninefrectomizado, (Figura 10A), lo cual coincidió con el aumento de TGF-β1, 

IL-1β e IL-23p19 (Figuras 10B, 10C y 10D). Los aumentos de las citoquinas 

proinflamatorias e IL-17 a nivel renal se acompañaron por la disminución del 

ARNm FoxP3 en el grupo DOCA (Figura 10E). En este período de estudio, 

espironolactona previno el aumento inducido por DOCA de las distintas 

citoquinas, aumentando significativamente los niveles de ARNm FoxP3 (Figura 

10E).  
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Figura 10 Abundancia relativa renal de IL-17A, de citoquinas que 
favorecen la polarización y el mantenimiento de la vía Th17, y de FoxP3.  
Se analizó la abundancia de mRNAs como se indicó previamente (A), IL-17 (B), TGF-
β1 (C), IL-1β (B), IL-23 (subunidad p19) (E) y FoxP3 (F). Los valores corresponden al 
promedio ± EE (n=4 por grupo) *p< 0,05 vs valor basal, y #p< 0,05 vs DOCA.  
 

´ ´ ´ 
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6.9 El tratamiento DOCA induce la expresión proteica de IL-17A 
a nivel renal. 
 

Dado el aumento de la abundancia de los ARNm para IL-17 a nivel renal ya 

antes observado a los 8 días y su caída posterior a los 16 días de iniciado el 

tratamiento DOCA (Figura 11A), se asocio a los 16 días con los niveles de 

expresión proteica en riñón total de IL-17 los cuales aumentaron 

aproximadamente nueve veces sobre la situación control (Figura 11A). Estos 

incrementos fueron prevenidos por espironolactona en riñón, a los 16 días. 

Los niveles de expresión de TGF-β1 aumentaron en ratas DOCA y son 

concordantes con los descritos en la figura 10B; el tratamiento con 

espironolactona previno completamente la inducción de TGF-β1 tanto a, los 8 

como a los 16 días de tratamiento (Figura 11B). 

 
Figura 11 Abundancia de IL-17A y TGFβ1en riñón de ratas DOCA.  
Se cargaron 40 µg de homogenado de proteína renal de ratas sometidas al tratamiento, 
a los 8 y 16 días después de iniciado el estudio. Los paneles supriores son estudios de 
Western blot representativos. Los gráficos corresponden a la relación IL-17A/β-actina 
(control de carga), expresada como abundancia relativa para cada una de las 
condiciones. Los valores corresponden al promedio ± EE (n=4 por grupo) *p< 0,05 vs 
valor basal, y #p< 0,05 vs DOCA. 
 
 

´ ´ 
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6.10 El tratamiento DOCA induce un infiltrado renal de linfocitos 
T CD4+/IL-17A+ a los 8 y 16 días. 
 

 El aumento de la expresión proteica de IL-17 renal observada por Western blot 

(Figura 11A y 11B), se asocio con un aumento del infiltrado renal de linfocitos T 

CD4+ y de células Th17 a los 8 días en el glomérulo (Figura 12A). Sin embargo, 

en la médula renal no se observó infiltrado (dato no mostrado). A los 16 días de 

tratamiento se observa un aumento de la infiltración en médula renal (Figura 

12B). Este aumento fue de aproximadamente 90 veces para CD4+ y 40 veces 

para IL-17+ en riñón de ratas DOCA con respecto a la condición control (Figura 

13A y 13B). 

Acorde con los resultados anteriores, el uso de espironolactona previno la 

infiltración renal de linfocitos T CD4+/Th17+ a los 8 y 16 días de tratamiento. 

 

 
 

Figura 12 Inmunohistoquímica de células CD4+/IL-17A+ en riñón de ratas 
DOCA.  
Cortes renales incluidos en parafina fueron fijados con formalina al 10% e incubados 
con doble anticuerpos específicos para la detección de CD4 (azul), IL-17A (café) y 
control de núcleos (verde), en ratas DOCA al día 8 en corteza renal (A) y 16 días en 
medula renal (B). 
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Figura 13 Cuantificación de células CD4+/IL-17A+ en riñón de ratas DOCA.  
Los gráficos corresponden a una cuantificación de nefronas por campo en cuanto a la 
presencia de marca para CD4 (A) e IL-17 (B), expresada como el promedio para cada 
una de las condiciones. Los valores corresponden al promedio ± EE (n=4) *p< 0,05 vs 
valor basal, y #p< 0,05 vs DOCA.  
 

6.11 Expresión del ARNm de IL-17A, de citoquinas y factores de 
transcripción, favorecen la vía Th17, y de FoxP3 en miocardio. 
 

En el día 8, el tratamiento DOCA indujo un aumento significativo de la 

abundancia del factor de transcripción RORγt y de la citoquina IL-23p19 

(Figuras 14A y 14E), con respecto al grupo control uninefrectomizado. A pesar 

de ello, no se detectaron cambios en la expresión de IL-17 en el corazón de los 

animales DOCA (Figura 14B). La expresión de FoxP3 no fue modificada 

significativamente ni tampoco TGF-b1 y IL-1β (Figura 14C y 14D). 

Espironolactona previno la sobreexpresión de IL-23p19 e indujo la 

sobreexpresión del FoxP3 y de RORγt   (Figura 14A y 14F). 

Al día 16 del estudio, observamos un aumento significativo de la abundancia 

cardíaca de IL-17 en ratas DOCA (Figura 14A), lo cual coincidió con el aumento 

de TGF-β1, IL-1β e IL-23p19 (Figuras 14C, 14D y 14E).  

En este período de estudio, espironolactona previno el aumento inducido por 

DOCA de las distintas citoquinas, aumentando significativamente los niveles de 

FoxP3 (Figura 14C y 14D). Al compararse con lo observado en animales 
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controles y en los DOCA (Figura 14F). El factor de transcripción RORγt se 

mantuvo inducido  en el grupo DOCA (Figura 14A).  

 

 
Figura 14 Abundancia relativa cardíaca de IL-17A, de citoquinas que 
favorecen la polarización y el mantenimiento de la vía Th17, y de FoxP3.  
Se obtuvo ARN total para transcripción reversa de corazón. Con el ADNc de cada 
muestra se realizó un PCR en tiempo real para: RORγt   (A), IL-17 (B), TGF-β1 (C), IL-
1β (B), IL-23 (subunidad p19) (E) y FoxP3 (F), a los 8 y 16 días después de iniciado el 
estudio. Como estándar interno se utilizó producto 18S (constitutivo), expresando la 
abundancia de cada citoquina como la razón relativa con 18S. Los valores 
corresponden al promedio ± EE (n=4 por grupo) *p< 0,05 vs valor basal, y #p< 0,05 vs 
DOCA. 
 
  

´ ´ ´ 
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6.12 El tratamiento DOCA-sal induce la expresión proteica de 
IL-17A a nivel cardíaco. 
 

A los 16 días observamos un aumento de la abundancia de IL-17 cardíaca en el 

grupo DOCA. Por otra parte, TGF-β1 aumentó a los 16 días. Estos incrementos 

fueron bloqueado completamente por espironolactona. 

 
Figura 15 Abundancia de IL-17A y TGF-β1 en corazón de ratas DOCA-sal.  
Se cargaron 40µg de homogenado de proteína de corazón de ratas sometidas al 
tratamiento, a los 8 y 16 días después de iniciado el estudio. El panel superior muestra 
estudios representativos (Western blot). Los gráficos corresponden a la relación IL-
17A/β-actina (14A) y TGF-β1/β-actina (14B), expresada como abundancia relativa para 
cada una de las condiciones. Los valores corresponden al promedio ± EE (n=4 por 
grupo) *p< 0,05 vs valor basal, y #p< 0,05 vs DOCA-sal.  
 

6.13 El tratamiento DOCA induce un infiltrado miocárdico de 
linfocitos T CD4+/IL-17A+ a los 8 y 16 días. 
 

En las secciones de tejido cardiaco de los animales tratados con DOCA (8 días) 

se observó, infiltración de células linfocitarias CD4+/IL-17A+ con localización 

perivascular (18,32 células CD4+/campo, 47,2 células IL-17A+/campo). Sin 

embargo, algunas células IL-17+ no presentaron marcaje CD4 (28,8 células IL-

17A+ sin CD4+/campo). Además se observa marcaje IL-17A en endotelio. La  

´ ´ 
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infiltración IL-17A+/CD4+ del grupo ESPIRO fue similar al la del grupo UNX (4,2 

células CD4+/campo, 12,2 células IL-17A+/campo) (Figura 16A, 17A y 17B ). 

A los 16 días, el grupo DOCA también mostró infiltración de células linfocitarias 

CD4+/IL-17A+ con localización perivascular (31,75 células CD4+/campo, 91,0 

células IL-17A+/campo), algunas células IL-17+ sin marcaje CD4 (59,25 células 

IL-17A+ sin CD4+/campo) y aumento en el marcaje endotelial. La de infiltración 

IL-17A+/CD4+ fue prevenida con el tratamiento ESPIRO (9,2 células 

CD4+/campo, 1 célula IL-17A+/campo) (Figura 16B, 17A y 17B). 

 

 
Figura 16 Inmunohistoquímica de células CD4+/IL-17A+ en corazón de 
ratas DOCA.  
Ventrículos fueron fijados en formalina al 10% e incluidos en parafina. Secciones de 5 
micrómetros fueron incubadas con anticuerpos específicos para la detección de CD4 
(Color Azul) y IL-17A (Color Café). Además se utilizó marcador nuclear (Color Verde). 
El panel muestra fotografías representativas de cortes histológicos de animales de los 
diferentes grupos experimentales (indicados en cada panel) a 8 (A) y 16 días (B).  
 

A 

B 
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Figura 17 Cuantificación de células CD4+/IL-17A+ en corazón de ratas 
DOCA.  
Los gráficos corresponden a una cuantificación de células positivas para la marcación 
IL-17 (A) y CD4(B), expresada como el promedio para cada una de las condiciones 
(misma magnificación). Los valores corresponden al promedio ± EE (n=10) *p< 0,05 vs 
valor basal, y #p< 0,05 vs DOCA.  
 
6.14 El tratamiento DOCA induce un infiltrado renal y cardíaco 
de células dendríticas CD11c+ a los 16 días. 
 

A los 16 días se observó una infiltración de células dendríticas (CD11c+) entre 

los cardiomiocitos y en la medula renal, no evidenciando una localización en 

particular. Este fenómeno fue prevenido por el uso del tratamiento de 

espironolactona (Figura 18A,18B y 19).  
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Figura 18 Inmunohistoquímica de células CD11c+ en corazón y riñón de 
ratas DOCA.  
(A) Cortes de ventrículo incluidos en parafina fueron fijados en formalina al 10% e 
incubados con anticuerpos específicos para la detección de CD11c (color café) en 
corazón 10X (panel  superior 18A) y (B) Corte de medula renal 20X (panel inferior 18B), 
en ratas DOCA al día 16 y marcador nuclear (color violeta). 
 

 
 

Figura 19 Cuantificación de células CD11c+ en riñón de ratas DOCA.  
El gráfico representa el promedio ± EE de la cuantificación de células CD11c+ en 
Corazón y Riñón, para cada una de las condiciones experimentales (n=4 por grupo) 
*p< 0,05 vs valor basal, y #p< 0,05 vs DOCA.  
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6.15 Triterapia previene el desarrollo de hipertensión arterial en 
ratas DOCA 
 

Al cuarto día de iniciado el tratamiento, observamos aumento significativo de la 

presión arterial sistólica de ratas DOCA (0,5 mg/0,1kg DOCA – 1% NaCl),  

respecto al grupo uninefrectomizado que recibió sólo vehículo (116,06 ± 5,5 mm 

Hg vs 96,6 ± 1,1 mm Hg, p<0,001) (Figura 20). Esta diferencia se mantuvo a lo 

largo del período de estudio. El tratamiento con Triterapia (Hidroclorotiazida 4 

mg/kg/día, Reserpina 0,32 mg/kg/día, Hidralazina 6,5 mg/kg/día) previno el 

desarrollo de hipertensión arterial (96,0 ± 5,1 mm Hg vs 116,06 ± 5,5 mm Hg, 

p<0,001). 

 
Figura 20 Presión arterial sistólica en ratas DOCA y en ratas tratadas con 
Triterapia  
Los valores corresponden al promedio ± EE (n=5 por grupo). El asterisco indica p< 
0,001 vs valores basales del grupo UNX. 
 

6.16 El tratamiento triterapia no disminuye la expresión de IL-
17A ni en corazón ni en riñón a los 16 días de tratamiento. 
 

La activación de la vía Th17 en corazón y riñón podría depender de factores 

hemodinámicos que eventualmente podrían activar esta vía inflamatoria. Para 

´ 

´ 
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evaluar esta hipótesis evaluamos un grupo de animales DOC que además 

recibió triterapia anti-hipertensiva, no bloqueante de MR (Figura 20).  

En estos animales a los 16 días de tratamiento se logró la disminución de la 

presión arterial, pese al tratamiento DOCA y la dieta rica en sal. Como se 

muestra en la figura 21, en el día 16, la triterapia no previno la inducción de la 

IL-17A en corazón (Figura 21A) y riñón (Figura 21C). La abundancia de 

citoquina de mantención IL-23p19 en riñón y corazón, al igual que la IL-17A no 

presentaron disminuciones significativas en la expresión con la triterapia (Figura 

21B y 21D). Por lo tanto, el tratamiento hipotensor por vías no asociadas al 

bloqueo del receptor MR, no previno la inducción de IL-17A o de IL-23p19 .  

 
 
Figura 21 Abundancia relativa en corazón y riñón con triterapia de las 
citoquinas IL-17A y IL-23p19, las que favorecen la polarización y el 
mantenimiento de la vía Th17. 
RT-PCR en tiempo real para: IL-17A de corazón (A), : IL-17A de riñón (C), : IL-23p19 
de corazón (B), : IL-23p19 de riñón (D), a los 16 días después de iniciado el estudio. 
Como estándar interno se utilizó producto 18S (constitutivo), expresando la abundancia 
de cada mensajero como la razón relativa con 18S. Los valores corresponden al 
promedio ± EE (n=8 por grupo) *p< 0,05 vs valor basal.  

A B 

D C ´ ´ 

´ ´ 
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7. Discusión 
 

El objetivo del presente estudio fue probar si la inflamación que caracteriza la 

hipertensión arterial por DOCA-sal produce activación Th17 en forma 

dependiente de la actividad del MR.   

 

7.1 Validación del modelo experimental. 
 
Un primer grupo de estudios estuvo orientado a la validación del modelo DOCA-

sal. Nuestros resultados muestran que las ratas uninefrectomizadas sometidas 

al tratamiento experimental desarrollaron rápidamente hipertensión arterial, la 

que fue significativa ya a partir de los 4 días de tratamiento y que se estabiliza 

posterior a los 8-16 días de tratamiento (Figura 2, Tabla 2). De acuerdo a lo 

esperado, observamos que el bloqueo farmacológico del MR con 

espironolactona previno el desarrollo de hipertensión. Más aun, la hipertrofia 

cardíaca y renal (Figura 3), así como también el deterioro de la función renal, 

estimada a través de los cambios en el clearence de creatinina y desarrollo de 

proteinuria (Figuras 4 y 5), también fueron prevenidos por el tratamiento con 

espironolactona. Este resultado es concordante con estudios previos de la 

literatura (Christ y Martin 1999; Takeda et al., 200 y 2001; Liao 2008) y validan 

nuestra metodología. Además, indican que el desarrollo de hipertensión arterial, 

daño renal y cardíaco son dependientes de la actividad del MR en el modelo 

DOCA-sal.  

 

7.2 Activación Th17 en ratas DOCA-sal 
 

El desarrollo de inflamación en modelos experimentales hiperaldosteronémicos 

y/o con hiperactividad del RAAS es conocido desde hace muchos años. Sin 

embargo, nuestro trabajo muestra por primera vez la activación Th17, en ratas 

DOCA-sal y en forma dependiente de la activación del MR. Los estudios que 
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realizamos en células mononucleares sanguíneas mostraron que ya a los 8 días 

de tratamiento se observa inducción muy significativa del ARNm RORγt, un 

factor de transcripción que controla y es necesario para la polarización Th17 

(Figura 6A). Este resultado se acompañó de la inducción en la abundancia del 

transcrito IL-17 y aumentos de la abundancia de la proteína IL-17 (Figuras 6B y 

7). Todos estos resultados son consistentes con la hipótesis de la generación 

de Th17 en respuesta al tratamiento DOCA-sal.  

El análisis de los MNSC de ratas DOCA-sal mostró que tanto la inducción de 

RORγt, así como la inducción de la expresión de IL-17 presentan valores mas 

altos o significativos a los 8 días de tratamiento (Figuras 6 a 9). Este resultado 

sugiere que tempranamente (8 días) existe un aumento en el número de Th17 

CD4+-IL17+) circulantes. Sin embargo, estudios recientes de la literatura han 

demostrado la expresión de IL-17 en tipos celulares distintos a linfocitos T 

CD4+: polimorfonucleares (Li et al., 2010), linfocitos Tγδ  (Roark et al., 

 2008, Martin et al., 2009, Sutton et al., 2009), NKT (Reynolds et al., 2010) y 

otras células linfoides poco caracterizadas (Turner et al., 2012). Al momento de 

la realización de este trabajo de tesis no existían reactivos para realizar 

estudios de marcaje de MNSC de rata y citometría de flujo, buscando la 

identificación de células IL-17+. Sin embargo, actualmente nuestro laboratorio 

cuenta con estos reactivos, y estudios preliminares han demostrado aumento 

de Th17 en MNSC de ratas DOCA-sal de 8 días. En estos experimentos 

también observamos la presencia de células sanguíneas IL-17+ que no 

presentan marcaje CD4, las que darían cuenta de aproximadamente el 50% de 

la población que es inducida por el tratamiento DOCA-sal. Estos resultados 

indican que además de Th17 es posible que el tratamiento DOCA-sal genere 

linfocitos Tγδ. Datos recientes de la literatura muestran que en el caso de la 

glomerulonefritis experimental en ratones, en que el daño autoinmune es 

dependiente de IL-17, células Tγδ son productoras tempranas de IL-17A en el 

riñón, las que se activan antes de la llegada de Th17 al riñón (Turner et al., 
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2012). Se ha propuesto que los linfocitos Tγδ tienen funciones 

inmunomodulatorias en la respuesta innata y adaptativa, y han sido asociados a 

la producción de IL-17A en diversas enfermedades autoinmunes (Shibata 2012; 

D’Acquisto y Crompton 2012). Además, estudios recientes muestran que los 

LTγδ promueven el rechazo del injerto cardíaco y la producción de IL-17 

(Kimura et al., 2012). En animales adultos, los LTγδ se encuentra en órganos 

linfoides secundarios y en tejidos epiteliales como el riñón (Shibata 2012; 

Turner et al., 2012). En contraste a las células Th1, Th2 o Th17, las células Tγδ 

tendrían la capacidad de producir IL-17A en un estado “antigen naive”, podrían 

ser activadas por moléculas no-peptídicas, y podrían participar en la 

maduración inflamatoria de las células dendríticas (Casetti y Martino 2008; 

Shibata 2012; D’Acquisto y Crompton 2012). Por lo tanto, aunque aun no 

hemos estudiado específicamente si en las ratas DOCA-sal se encuentra 

linfocitos Tγδ, estos podrían representar una primera respuesta inflamatoria tipo 

IL-17A, y su detección en sangre podría reflejar su generación en los órganos 

linfoides secundarios. 

Otra alternativa que deberá ser explorada es la presencia de células NKT 

(Reynolds et al 2010), las cuales tienen como determinante antigénico ser 

IL17+, CD4- y CD138+. Resultados de recientes estudios (Vidlak y Kielian, 2012; 

Vietinghoff y Ley, 2010; Raifer et al., 2012) han asociado la vía IL-17 a células 

NKT. De este modo, pudiera ser que NKT también contribuyan al desarrollo de 

respuesta IL-17 en ratas DOCA-sal.  

Los resultados de los estudios de determinación de abundancia del ARNm y 

proteína IL17 en el bazo de ratas DOCA-sal también muestra un aumento 

máximo a los 8 días, el que es acompañado del aumento de los transcritos 

codificantes para IL-1β y TGF−β1. Estos resultados son consistentes con un 

modelo general de activación de la respuesta inmune adaptativa inflamatoria, 

en respuesta al tratamiento DOCA-sal, en la que tempranamente ocurre 

presentación antigénica en órganos linfoides secundarios, en los cuales se 
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produce la polarización de linfocitos T naive a fenotipo Th17. En el modelo de 

glomerulonefritis experimental en el ratón, la aparición de Th17 en el riñón 

ocurre 6-10 posterior a la inyección del suero nefrotóxico (Turner et al., 2012). 

Además, estudios del curso temporal de la activación de IL-17 y Th17 en otras 

enfermedades autoinmunes, e infecciones parasíticas muestran un aumento 

temprano en el bazo, seguido por los incrementos de IL-17 en órganos 

periféricos donde se establece inflamación crónica.  

Nuestros estudios de inmunohistoquímica en tejido renal y cardíaco mostraron 

una asociación entre la presencia de células CD4+ e IL17+ (Figuras 12 y 16). 

Esto es sugerente de la presencia de Th17 como parte del infiltrado inflamatorio 

causado por el tratamiento DOCA-sal. Consistente con esta hipótesis, 

encontramos que la inducción de RORγt, IL-17 y las citoquinas polarizantes a 

fenotipo Th17 en corazón y riñón de ratas DOCA-sal alcanza su valor máximo a 

los 16 días de tratamiento (Figuras 10 y 14). Resultados similares, la aparición 

de Th17 en el tejido inflamado, han sido reportados en el modelo murino de 

rechazo de alotransplante cardíaco (Kimura et al., 2012) y en modelos de 

isquemia-reperfusión-sobrecarga de presión, en los que junto con producción 

de IL-17A por cardiomiocitos se observa la aparición de células mononucleares 

en el intersticio, productoras de IL-17 (Baban et al., 2013).  

Además del patrón temporal en la inducción de IL-17A, bazo-MNSC y luego 

riñón y corazón, en el caso del riñón observamos la presencia de células CD4+ 

e IL17+ a nivel de corteza a los ocho días, mientras que a los dieciséis días la 

infiltración aumenta, y la mayor parte de células CD4+ e IL17+ se encuentra en 

la médula renal (Figuras 12 y 13). Este resultados es sugerente de un cambio 

en la zona de producción del estímulo antigénico principal y/o las células 

presentadoras de antígeno, responsable de la localización renal de las Th17.  
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7.3 Potenciales efectos de la activación de Th17 en ratas DOCA-
sal 
 
Independientemente de las células responsables de la producción de IL-17A, su 

inducción podría tener un importante rol patogénico en el daño de tejidos blanco 

de la hipertensión DOCA-sal.  

IL-17 activa células inflamatorias, células endoteliales y células epiteliales, 

induciendo la producción de citoquinas proinflamatorias, quemoquinas y 

moléculas de adhesión (Reynolds et al., 2010; Miosec y Kuchroo 2009). Madhur 

y colaboradores (2010) mostraron que la infusión de angiotensina II a animales 

KO IL-17 (IL-17-/-) produce una respuesta hipertensiva aguda, pero que a 

diferencia de lo observado en animales fenotipo silvestre, no logra mantenerse 

en el tiempo; a los 3 meses de infusión de angiotensina II los animales IL-17-/- 

son normotensos. Este resultados sugiere que IL-17 es necesaria para la 

hipertensión secundaria a la activación del sistema renina-angiotensina-

aldosterona, y que podría tener un papel parecido en el caso de la hipertensión 

por DOCA-sal en la rata. Futuros estudios, utilizando anticuerpos específicos 

para el bloqueo de IL-17A podrán evaluar el papel de la citoquina en la 

hipertensión de ratas DOCA-sal. 

Un segundo efecto nocivo de la inducción de Th17 podría ser la generación de 

estrés oxidativo. Estudios de los últimos 15 años han demostrado que la 

activación del MR causa la producción de especies radicalarias del oxígeno 

(ROS) vía inducción de la actividad de la NADPH oxidasa (Brown 2008; Michea 

et al., 2008). La incubación de células de músculo liso vascular o células 

endoteliales en presencia de IL-17A induce la producción de ROS (Pietrowski et 

al., 2011; Huppert et al., 2010). Este efecto es bloqueado por la inhibición 

farmacológica de la NADPH oxidasa, así como también por anticuerpos anti-IL-

17A (Pietrowski et al., 2011; Huppert et al., 2010). Estudios previos del 

laboratorio han demostrado que espironolactona inhibe la producción de ROS 

en el corazón y la inducción de NADPH oxidasa en ratas nefrectomizadas 
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hipertensas, incluso en dosis bajas que no disminuyen la presión arterial 

(Michea et al., 2008). Estos datos sugieren que en el caso de ratas DOCA-sal, 

el bloqueo del MR podría disminuir la generación de ROS, en parte debido a la 

prevención de la activación de la NADPH oxidasa por IL-17A en los tejidos 

blanco de daño hipertensivo. 

Finalmente, la inducción de IL-17A podría tener un efecto profibrótico directo en 

los tejidos. Es conocido que la dieta rica en sal y mineralocorticoides causan 

fibrosis cardiovascular y renal, y que estos efectos se pueden prevenir mediante 

el tratamiento con antagonistas farmacológicos del MR. Los mecanismos 

responsables de la fibrosis no se han dilucidado aun, pero se ha caracterizado 

que implica la inducción en la expresión de colágeno tipo1 y la regulación 

positiva del Connective Tissue Growth Factor (CTGF; Brown 2008). En el 

presente estudio observamos que la inducción de IL-17A correlaciona con la 

fibrosis y remodelación de los tejidos. Estudios in vivo  han demostrado que IL-

17A es una proteína pro-fibrótica en la miocarditis experimental autoinmune, y 

es un agente causal de la remodelación y la progresión de la miocardiopatía 

dilatada experimental (Baldeviano et al., 2010; Liu et al., 2012). La disminución 

de la expresión del receptor de IL-17A en corazones de ratas espontáneamente 

hipertensas reduce la síntesis de colágeno tipo1 y el entrecruzamiento de las 

fibras colágenas de la matriz extracelular miocárdica (Liu et al., 2011). Por lo 

tanto, es probable que el aumento de IL-17A en los tejidos renal y cardíaco, 

inducido por el tratamiento DOCA-sal, sea uno de los mecanismos profibróticos 

presentes en el daño de tejidos blanco secundario a la hipertensión por 

mineralocorticoides-sal. 

 

7.4 Papel de la actividad del MR en la respuesta Th17 de las 
ratas DOCA-sal 
 
Un tercer grupo de resultados muy relevante de nuestros estudios, es la 

observación de que la inducción de RORγt, IL17A y de la expresión de las 
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citoquinas polarizantes a fenotipo Th17, son prevenidos por el tratamiento de 

con espironolactona. Además, espironolactona previno la hipertensión arterial. 

El efecto antiinflamatorio de espironolactona es conocido no sólo en los 

modelos experimentales, sino que también en pacientes humanos (Søren et al., 

2006). Sin embargo, a la fecha no es claro si se debe a mecanismos 

directamente dependientes de la actividad del MR y/o a un efecto 

hemodinámico deletéreo de la hipertensión arterial, actuando sobre riñón y/o 

corazón. 

Por ello, evaluamos si la triterapia antihipertensiva era efectiva en la prevención 

de la inducción Th17. Observamos que el tratamiento DOCA-sal indujo esta vía 

proinflamatoria, aun cuando el tratamiento antihipertensivo permitió prevenir 

completamente el aumento de presión arterial sistólica (Figuras 20 y 21). 

Concluimos que el efecto de DOCA-sal no depende de un factor hemodinámico, 

y que sí depende de la actividad del MR. Este resultado muestra una respuesta 

diferencial en relación a lo que ha sido recientemente observado en el corazón 

de ratones sometidos a sobrecarga de presión (coartación aórtica) e 

isquemia/reperfusión, en los que la inducción de IL-17 es dependiente de la 

sobrecarga hemodinámica (Baban et al., 2013). Esta aparente discordancia 

puede reflejar diferencias interespecies y/o de los modelos experimentales. 

La existencia de un mecanismo MR-dependiente para la inducción Th17 en las 

ratas DOCA-sal, plantea la pregunta de cual(es) es(son) la(s) célula(s) o tejidos 

necesarios para la inducción de la respuesta inflamatoria. Nuestros estudios 

colaborativos previos (Herrada et al., 2011), demostraron la presencia del MR 

en células dendríticas, mientras que en linfocitos la proteína no fue detectable. 

Este resultado sugiere que la inducción de IL-17 no depende directamente de la 

actividad del MR en linfocitos; es posible que el MR presente en las DCs tenga 

una acción inmunomoduladora proinflamatoria. El papel de las DCs en el 

desarrollo de enfermedades autoinmunes e inflamatorias es complejo, y es 

poco conocido debido a la existencia de diversos fenotipos de DCs. La hipótesis 
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general más aceptada es que en la enfermedad autoinmune  actúan como 

células presentadoras de autoantígenos, con un fenotipo maduro 

proinflamatorio, perdiendo parte de su función inmunomoduladora/tolerogénica 

fisiológica (Hawinger et al., 2001). Se ha demostrado que la maduración de 

células dendríticas a fenotipo proinflamatorio vs tolerogénico puede ser 

modulada por receptores para hormonas esteroidales, como el ácido retinoico, 

la vitamina D y los glucocorticoides. En general, los glucocorticoides, 

presumiblemente mediante la activación del receptor de glucocorticoides 

citosólico (GR), inducen el fenotipo tolerogénico. GR y MR comparten los 

mismos elementos reguladores en el genoma, los Glucocorticoid Response 

Elements, por lo que proponemos que la activación del MR puede resultar en la 

modulación de la maduración de las DCs. A favor de esta hipótesis, nuestros 

estudios previos (Herrada et al., 2011) mostraron que el tratamiento de DCs con 

aldosterona y su posterior co-cultivo con linfocitos naive resulta en la 

polarización a fenotipo Th17 y en la producción de citoquinas propias de la vía. 

Sin embargo, estudios posteriores permitirán probar esta hipótesis, idealmente 

con DCs carentes de MR in vitro o animales de experimentación que expresen 

DCs carentes del MR. 

 

7.5 Inhibición de Tregs en ratas DOCA-sal, en forma 
dependiente de la actividad MR 
 

Un cuarto grupo de resultados a analizar es la observación de la disminución de 

la expresión del factor de transcripción Forkhead box P3 (FoxP3) en la sangre y 

tejidos de ratas DOCA-sal. FoxP3 es el factor que controla la polarización de 

linfocitos T naive  a fenotipo Tregulador (Treg; Ichiyama et al., 2008; Zhou L et 

al., 2008). Los Treg son inhibitorios de Th17 y es sabido que la expresión y 

actividad de RORγt vs FoxP3 son mutuamente excluyentes, ya que producen 

una retroalimentación negativa mutua (Ichiyama et al., 2008; Ivanov et al., 

2007), determinando la producción de linfocitos T helper proinflamatorios (Th17) 

B 
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vs linfocitos T reguladores (inmunomoduladores/antiinflamatorios; Treg). 

Nuestros resultados muestran disminución de la expresión de FoxP3 durante la 

estimulación con DOCA-sal (Figuras 6E, 8E, 10E y 14E). Este resultado es 

consistente con el desarrollo de la respuesta Th17. Adicionalmente, 

observamos que el tratamiento con espironolactona permitió un aumento en la 

expresión de FoxP3 en MNSC y tejidos, que fue significativamente mayor a la 

que presentaban los tejidos y células de los animales control. Estos resultados 

indican que en la patogenia de la inflamación que caracteriza al modelo DOCA-

sal no sólo hay aumento de Th proinflamatorios, sino que también hay una 

disminución de los Treg, que resultaría en un desbalance de la función de los 

linfocitos Th en favor de inflamación, como ha sido postulado para otras 

enfermedades inflamatorias-autoinmunes (Ivanov et al., 2007). Además, los 

niveles de expresión de FoxP3 parecen estar inversamente relacionados con la 

actividad del MR. Aunque durante el desarrollo de esta tesis no fue evaluada 

por citometría de flujo la presencia de Tregs en sangre y/o tejidos, estudios en 

desarrollo en nuestro laboratorio han confirmado tanto la disminución de 

linfocitos Treg en MNSC de ratas DOCA-sal a los 8 días, como también su 

regulación positiva por el tratamiento con espironolactona. 

La importancia en la disminución de Tregs en el desarrollo de hipertensión 

arterial en ratones que reciben angiotensina II o aldosterona ha sido 

recientemente comunicada. La transferencia adoptiva de Tregs previa al 

tratamiento DOCA-sal en ratones previno la infiltración de macrófagos y 

linfocitos T en la aorta y el riñón (Kasal et al., 2012). En ratones que recibieron 

angiotensina II, la transferencia adoptiva de Tregs previa a la infusión del 

péptido vasoconstrictor, previno el aumento de la presión arterial, el estrés 

oxidativo y la remodelación aórtica (Barhoumi et al., 2011). Nuestros resultados 

indican que uno de los mecanismos protectores de espironolactona es el 

aumento de los Treg, sugiriendo una nueva acción de los antagonistas 

farmacológicos del MR. Estudios posteriores permitirán comparar si esta acción 
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es compartida por otros bloqueadores MR (eplerenona), que en combinación 

con estudios en los cuales se logre bloquear la expresión del MR en células 

inmunes, permitan probar el papel de la actividad MR en el balance de función 

de los linfocitos Th en la inflamación de la hipertensión arterial.  

Modulación de DCs por tratamiento DOCA-sal 

Otra observación de nuestro estudio fue que con el tratamiento DOCA-sal se 

producía aumento de las DCs presentes en corazón y riñón de ratas DOCA-sal. 

Este resultado sugiere que puede existir reclutamiento de DCs a los tejidos. 

Estudios en modelos experimentales de daño renal autoinmune por Lupus, 

indican que en este caso específico, las DCs son necesarias para la expansión 

y diferenciación de células T en el riñón inflamado, pero sorprendentemente no 

son necesarias para la iniciación del daño renal inflamatorio (Teichmann et al., 

2010). Estudios con animales en los que es posible la eliminación de DCs 

(inyección de toxina DC-específica) y la transferencia adoptiva de DCs que 

expresan proteína fluorescente para su rastreo (Anzai et al., 2012), 

determinaron que en la cicatrización del infarto cardíaco experimental ocurre la 

llegada al tejido inflamado de DCs mieloides, que controlan el desarrollo de la 

respuesta inflamatoria (Anzai et al., 2012). Estudios utilizando este tipo de 

estrategia nos podrán permitir evaluar la cinética, origen y función de las DCs 

implicadas en la inflamación presente en la hipertensión arterial MR-

dependiente. 

 

7.6 Linfocitos B productores de IL-17 
 

Estudios recientes han demostrado la presencia de linfocitos B productores de 

interleuquina 17. Al estimular un cultivo celular de linfocitos B CD19+ con T. 

Cruzi (Tripomastigote; forma infectante del Tripanosoma cruzi) se observa un 

incremento en la abundancia del transcrito IL-17A y además se observa un 

incremento del número de LB positivas a IL-17A. Esta expresión se presenta 
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tanto como resultado de la infección directa con Tripanosoma cruzi así como 

con la incubación de LB en presencia de la enzima trans-sialidasa de este 

parásito (Bermejo et al., 2013). Esta enzima remueve ácido siálico de las 

glicoproteínas de membrana (tirosina fosfatasa CD45, las quinasas Src y de 

BTK-Tec). Esto favorece la formación de agregados proteícos entre proteínas 

de membrana (clustering), lo que estimula a través del clustering del TCR de los 

LB la expresión de interleuquina 17A e Interleuquina 17F tanto en linfocitos B 

humanas como de ratón. Además el cultivo de LB KO para RORγt  (RORγt-/-) 

estimulado con T. Cruzi mantiene la respuesta de inducción en la expresión de 

IL-17A. Por lo tanto, la repuesta a la infección por T. Cruzi mediante la 

polarización de LB IL-17 es independiente de RORγt.  Por otra parte, nuestro 

estudio muestra la presencia de infiltrado inflamatorio IL-17A+ que no 

corresponde a células CD4+. Es posible que estas células infiltrativas sean LB 

IL-17A. Sin embargo, nuestro estudio demostró una muy significativa inducción 

del trascrito RORγt, tanto en células inmunes como en los tejidos. Por lo tanto, 

nuestro resultado es compatible con la activación de Th17. Para evaluar la 

eventual presencia de LB IL-17 se deberán realizar estudios de marcación con 

CD3/IL-17, tanto en células sanguíneas como en los tejidos. Resultados 

preliminares de estudios de citometría de flujo en células sanguíneas y 

esplénicas (resultados de C. Amador, no publicados) confirmaron la presencia 

de Th17, asociada a un pool de células IL-17+ que no presenta marcaje CD4+. 

La activación de LB IL-17 en los animales con DOCA-sal podría ser secundaria 

a la inducción de la proteína Galectina 3, una β-galactosidasa de unión a 

lectina. Las galectinas actúan como quimioatrayentes para las células inmunes 

y activan la secreción de citoquinas inflamatorias. Galectina 3 permite el 

clustering de los TCR, uniendo a los azúcares de estas glicoproteínas de 

superficie, promoviendo su polarización. Estudios recientes han demostrado 

que Galectina 3 se encuentra aumentada en fibrosis renal y cardíaca (André et 

al., 2004; Sharma et al., 2004; Hsu et al., 2009). Además, ratones KO de 
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galectina 3 son resistentes a la fibrosis cardiaca. Aldosterona aumenta la 

abundancia del transcrito y de la proteína Galectina 3, en células muscualres 

lisas de la pared vascular en cultivo e in vivo en ratones (Min et al., 2007). 

Estudios futuros podrán evaluar la potencial inducción de Galectina 3 en ratas 

DOCA (André et al., 2004; Sharma et al., 2004; Hsu et al., 2009; Liu et al., 2009; 

de Boer et al., 2010; Drickamer y Taylor 2011; O'Seaghdha et al., 2013 ) 

 

7.7 Comentario final 
 
A continuación proponemos un modelo del mecanismo que llevaría a la 

activación Th17 en ratas DOCA-sal. (Figura 22). La activación del MR en 

células dendríticas potenciaría el desarrollo de la respuesta Th17, disminuyendo 

al mismo tiempo la polarización Treg. En este modelo, la activación del MR de 

las DCs jugaría un papel determinante en favorecer el desarrollo de maduración 

proinflamatoria, en desmedro del fenotipo inmunomodulador/tolerogénico El 

primer paso de la polarización a diferentes linajes Th ocurriría en órganos 

linfoides secundarios (bazo, ganglios linfáticos). Es probable que en estos 

tejidos las DCs realicen la presentación antigénica. La estimulación de clones 

con TCRs que reconozcan a los antígenos presentados por las DCs permitiría 

que, luego de los 8 días, la respuesta inflamatoria se localice en los órganos 

blanco de la hipertensión (corazón y riñón). Este modelo no excluye que 

además de la inducción de Th17, el tratamiento DOCA-sal produzca la 

activación de otras células productoras de IL-17 en los tejidos (como linfocitos 

γδ o NKT). 
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Figura 22 Esquema propuesto para la activación Th17 en órganos diana. 
Proponemos que la presentación de un antígeno (AG) y la activación del MR de la DC 
por el mineralocorticoide (DOCA) activa la polarización Th17. La activación del MR es 
necesaria para la activación Th17, ya que el bloqueo farmacológico del MR la previene. 
Proponemos que la activación Th17 es un evento temprano (8 días), postulándose que 
a los 16 días las células Th17 se encuentran en los tejidos diana del daño hipertensivo. 
  

´ 

´ 
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8. Conclusiones 
 

El tratamiento DOCA-sal en ratas uninefrectomizadas activa la vía Th17.  

 

La estimulación del MR induce la expresión de transcritos (ARNm) codificantes 

para citoquinas de la vía Th17 en células mononucleares de sangre, bazo, riñón 

y corazón de animales DOCA-sal. 

 

La activación Th17 ocurre tempranamente (8 días) en células mononucleares y 

bazo, para observarse luego en riñón y corazón (16 días). 

 

La estimulación del MR induce el incremento de la abundancia de las proteínas 

de la vía Th17 en células mononucleares de sangre, bazo, riñón y corazón de 

animales DOCA-sal, con una cinética similar al aumento de los ARNm. 

 

La estimulación del MR indujo la infiltración de células IL-17A+ y CD4+ en riñón 

a los 8 y 16 días y en corazón a los 16 días. 

 

La inducción de la vía Th17 en ratas DOCA-sal es dependiente de la actividad 

del MR. 

 

La inducción de la vía Th17 es independiente del efecto hemodinámico 

(hipertensión arterial per se).  

 

La activación del MR produce la regulación negativa del transcrito FoxP3, 

sugiriendo disminución de células Treg. 

 

El tratamiento DOCA-sal produce aumento de las DCs en riñón y corazón, en 

forma dependiente de la actividad MR. 
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10. Anexo  
 

10.1. Glosario de  Abreviaturas 
 

ALDO Aldosterona 

ADN  

ADNc 

ADNasa 

ANGII 

Ácido Desoxirribonucleico 

Hebra complementaria de Ácido Desoxirribonucleico 

Enzima Digestora de ADN 

Angiotensina II 

ARN Ácido ribonucleico 

ARNasa 

ARNm 

Enzima digestora  de ARN 

Ácido ribonucleico mensajero 

BCIP/NBP 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil Fosfato/Tetrazolium Nitro Azul 

BSA Suero Fetal Bovino 

DC Célula Dendrítica 

CD(#) Patrón  de Diferenciación 

COX-2  Ciclo Oxigenasa 2 

DAB Di-Amino Bencidina 

dNTP Mezcla de Nucleótidos Trifosfatados 

DOCA Deoxicorticoesterona 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

EGTA Ácido Tetra acético de Etilenglicol 

FOXp3 Forkhead box p3 

ICAM-1 Molécula de Adhesión Intracelular Tipo 1 

IL Interleuquina 

IL-(#)r Receptor de la Interleukina 

INF-γ Interferón gamma  

IP3K Fosfo indol kinasa 3 

KCL Cloruro de Potasio 
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LPS Lipopolisacarido 

Linfocito Tγδ 

MAPK 

Linfocito T gamma delta 

Kinasa Activadora de Proteína Mitógena 

MCP-1 Proteína Quimiotractante de Monocito 1 

Melting Temperatura de separación de las Hebras  de ADN 

MgCl2 Cloruro  de Magnesio  

MNSC Células Mononucleares  de Sangre Central 

MOPS Ácido 3-(N-Morpholino) Propanosulfónico 

MR Receptor mineralocorticoides 

Na2HPO4  Fosfato di sódico 

NaCl Cloruro  de sodio 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NaH2PO4 Fosfato dihidrógeno sódico. 

NFκB Factor nuclear κb 

NKT 

OK 

Células Natural Killer  T 

Animal genéticamente modificado con deleción  de uno o más 

genes 

PAI-1 Activador del plasminógeno tipo 1 

PBMC Polimorfo nuclear  de sangre periférica (sinónimo mnsc) 

PBS Tampón fosfato  

PCR Reacción  de la polimerasa en cadena 

Primer Partidor específico 

QPCR Reacción  de la polimerasa en cadena cuantitativa 

RAAS Sistema renina angiotensina aldosterona 

Rattus 

novergicus 

Rata  café o alcantarilla 

ROS 

RORγt 

Especies Reactivas a Oxigeno 

Receptor huérfano relacionado con receptor retinoico, timo 

específico gamma 
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RT-PCR Transcriptasa reversa 

SDS - PAGE 

 

SGK-1 

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato 

sódico 

Kinasas activadora  de suero y glucomineralocorticoides 1 

SHRSP Modelo genéticamente modificado, espontáneamente 

hipertenso 

STAT Proteína señal de transducción y activación para transcripción 

Taq Enzima taq polimerasa 

TBS Tampón salino de tris 

TGF-β Factor β  de crecimiento transformante 

Th Linfocito T ayudador 

TNF-α Factor  de necrosis tumoral α 

Treg Linfocito T regulador 

Uninefrectomía Extracción  de un riñón completo 

Ureteroctomía 

VFG 
Sección  de uréter 

Velocidad de Filtración Glomerular 
Venoctomía Sección  de vena 

  

  

  
 


