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Resumen

La enfermedad renal crénica (ERC) es un problema de salud publica con una
prevalencia mundial estimada del 13%. La principal causa de muerte prematura en los
pacientes con ERC es debido a complicaciones cardiovasculares. En estudios previos se ha
mostrado que durante fases tempranas de la ERC se incrementa la infiltracion de linfocitos
T CD4" hacia el tejido cardiaco, sin embargo, se desconoce cuales son los mediadores
inflamatorios que facilitan la infiltracion de linfocitos T CD4" hacia el corazon y cudl es el
papel de estas células en el dafio cardiaco durante la ERC.

Por ello, el objetivo principal del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
deplecion de células T CD4" sobre las alteraciones cardiovasculares en un modelo murino
de enfermedad renal cronica por lo que se evaluaron 1) los niveles de expresion de
diferentes quimiocinas, moléculas de adhesion y citocinas pro-inflamatorias en el corazéon
durante las fases tempranas de la ERC y 2) el efecto de la deplecion temprana y transitoria
de linfocitos T CD4" sobre las alteraciones cardiacas y renales en un modelo de ERC
inducida por isquemia / reperfusion (IR).

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 de 8 a 12 semanas de edad. Para identificar
los mediadores tempranos del proceso inflamatorio, se incluyeron dos grupos de ratones:
cirugia falsa (sham) y ratones sometidos a un proceso de isquemia renal bilateral (IR),
colocando clips vasculares no traumaticos sobre los pediculos renales durante 25 min y
retirandolos después para permitir la reperfusion; los ratones se estudiaron a los cinco dias
posteriores a la IR. Para el estudio de los efectos cronicos de la deplecion de linfocitos T

CD4", los ratones se dividieron en tres grupos: sham, IR + IgG e IR mas la administracion



intraperitoneal de un anticuerpo anti CD4 al dia 3 post IR (IR + anti-CD4); los ratones se
estudiaron a las 8 semanas.

En los ratones que se estudiaron a los cinco dias después de la IR se observo la
presencia de proteinuria y de anomalias en la estructura renal, ademads, a nivel cardiaco se
encontr6 un incremento en los niveles de RNA mensajero (mRNA) de las quimiocinas
CXCLI1 y CXCL2, las moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1 asi como de la citocina
pro-inflamatoria TNF-a.

En los animales que se estudiaron en la fase cronica se demostré que el modelo de
progresion a ERC inducida por IR fue efectivo ya que los animales del grupo IR + IgG
desarrollaron disfuncidn renal evidenciada por un incremento en los niveles de creatinina
y urea en plasma y un aumento en los niveles renales de mRNA de diferentes moléculas
pro-fibroticas. Ademads, también se pudo caracterizar la lesion cardiaca ya que los animales
del grupo de IR + IgG desarrollaron hipertrofia cardiaca e incremento en los niveles de
mRNA de marcadores de fibrosis. De forma interesante, la deplecion de los linfocitos T
CD4" se asoci6 con la reduccion en los niveles de urea en plasma y de marcadores de
fibrosis renal. Ademas, en los ratones IR + anti-CD4 se previno la hipertrofia cardiaca.

En este trabajo se mostr6 que durante las fases tempranas de la ERC se incrementa
la expresion cardiaca de quimiocinas, moléculas de adhesion y citocinas inflamatorias las
cuales pueden explicar el incremento en la infiltracion de linfocitos T CD4" al tejido
cardiaco. Ademas, se evidencid que la deplecion temprana y transitoria de linfocitos T
CD4" tiene un efecto benéfico sobre la severidad de la ERC y las alteraciones cardiacas

que aparecen como consecuencia de la ERC.



Introduccion

La enfermedad renal crénica (ERC) es un problema de salud que, de acuerdo con
estudios recientes, afecta al 13% de la poblacion mundial, es decir, que aproximadamente
850 millones de personas en el mundo cursan con algun grado de disfuncion renal por lo
que se ha convertido en un tema de salud de gran relevancia debido a su gran impacto a
nivel global.

En México, durante los ultimos afios y hasta la actualidad, la ERC se ha convertido
en la segunda causa de muerte prematura ya que cerca del 8% de la poblacion padece ERC
y aproximadamente 100,000 pacientes se encuentran en terapias de reemplazo renal (TRR)
por lo que se estima que el indice de mortalidad por ERC en el pais es de 12.3 por cada
100,000 habitantes. Ademas, al aumento en la frecuencia de la enfermedad debido a
factores de riesgo como la diabetes mellitus, la hipertension y la obesidad, aunado con el
diagnéstico tardio, asi como los altos costos que genera a nivel del sector salud lo han
convertido en un importante problema de salud publica con grandes implicaciones sociales
y econdmicas.

La principal causa de muerte en los pacientes con ERC es debido a complicaciones
cardiovasculares, sin embargo, no se tiene claro cudles son los mecanismos por los que, a
partir de una lesion renal se desarrollen alteraciones cardiovasculares que culminan en
complicaciones fatales. A esta relacion entre la ERC y las complicaciones cardiovasculares
se le conoce como una manifestacion clinica llamada sindrome cardiorrenal. En estudios
recientes se ha observado que, durante el desarrollo de las alteraciones cardiovasculares
debidas a la ERC, los niveles cardiacos de diferentes células del sistema inmune se ven

incrementadas, por lo que se ha planteado la posibilidad de que las complicaciones



cardiovasculares sean provocadas, al menos en parte, por la infiltracion excesiva de estas
células en el tejido cardiaco. También se desconoce cudles son los mediadores
inflamatorios que podrian estar facilitando la infiltracion de estas células en el tejido
cardiaco y sobre todo, cual es el rol que juegan en el dafio cardiaco. En estudios previos de
nuestro equipo de investigacion realizados en un modelo murino de ERC inducida por IR,
se ha observado que los linfocitos T CD4", los macrdfagos y las células dendriticas son las
células que presentan un mayor incremento en el tejido cardiaco durante las etapas
tempranas de la ERC y de acuerdo con la evidencia teorico-cientifica, estas podrian tener
un rol importante sobre el desarrollo de las alteraciones cardiovasculares. Es por ello por
lo que en el presente trabajo se ha hecho énfasis en estudiar a los linfocitos T CD4",
determinando que mediadores inflamatorios podrian ser responsables de su incremento en
tejido cardiaco en etapas tempranas de ERC, asi como, observando el efecto de su
deplecion sobre los cambios estructurales en corazon y rifidon. El identificar los mediadores
tempranos de la infiltracion de células inflamatorias al corazon asi como el evaluar el efecto
de la deplecion de linfocitos T CD4" sobre las alteraciones renales y cardiacas nos ayudara
a identificar blancos terapéuticos que pueden seguir estudidndose para mejorar el
conocimiento sobre los posibles mecanismos de accion y asi establecer el tratamiento mas
adecuado con el propoésito de disminuir la tasa de mortalidad y mejorar el pronostico de

vida de los pacientes con ERC.



1. Marco teodrico

1.1.  Fisiologia renal

El sistema urinario se conforma por el rifidn, los uréteres, la vejiga urinaria y la
uretra. Su funcidn principal es la de filtrar a la sangre asegurando asi la eliminacion de los
productos de desecho metabdlico, toxinas y del exceso de iones, a través de la generacion,
almacenamiento y expulsion de la orina de forma periddica y de manera coordinada, segiin
las necesidades del propio organismo.(1)

Especificamente, el rifidn es el drgano que regula la osmolaridad plasméatica debido
a que mantiene un control equilibrado de la cantidad de agua, solutos y electrolitos en la
sangre, gracias a los procesos de filtracion, reabsorcion y secrecion, asi mismo, es capaz
de mantener el equilibrio acido base y también produce eritropoyetina, la cual estimula la
produccion de eritrocitos; renina, para la regulacion de la presion arterial y también puede
realizar la conversion de la vitamina D a su forma activa.(2)

Macroscopicamente, el rifion se divide en dos partes: la corteza renal (parte externa)
y la médula (parte interna). En ellas se encuentran las nefronas, que son la unidad funcional
del rifién y que a su vez se componen de un glomérulo y un complejo sistema tubular. El
rifion humano estd compuesto por aproximadamente 1 millon de nefronas y la tasa de
filtracién glomerular (TFG) para todo el organismo, es la suma de las tasas de filtracion
individuales de aproximadamente 2 millones de glomérulos (en los dos rifiones) sin
embargo, puede haber diferencias significativas en el tamafio y las tasas de filtracion de los
glomérulos individuales en las diferentes regiones del rifion, por ello es importante
entender la estructura de la nefrona para asi comprender el funcionamiento del rifén.(3)

Existen dos tipos de nefronas (Figura 1):



1) Nefronas superficiales, sus glomérulos estan ubicados cerca de la superficie
cortical y tienen asas de Henle cortas.

2) Nefronas yuxtamedulares, con glomérulos ubicados cerca de la union
cortico-medular y tienen asas de Henle largas que descienden mas

profundamente hacia la médula renal.(4)

T“bt“lo q Laberinto
con (?rnea 0 cortical
proximal ,
Tubulo
Tuabulo conector
contorneado 3
distal &
S
(=]
Q
Dl;CtO Rayos
co e?tor medulares
cortical
Asa de ; L
Henle -z
TE
Franja superior %
=
=
=
)
Frant infer L=
ranja inferior -
[
=
ot
e
R
=S
=
=]
D
=

Figura 1. Microanatomia organizacional de la nefrona superficial y la yuxtamedular. Las nefronas
superficiales (a la izquierda de la figura 1), se conforman de un tibulo contorneado distal (TCD, en
color blanco), un tibulo de conexiéon corto (TC, que se muestra sombreado) y una porcion del

epitelio del ducto colector que comienza proximal para formar el ducto colector. Una nefrona



yuxtamedular (a la derecha de la figura) tiene largas asas de Henle que descienden hacia la médula
renal. En las nefronas yuxtamedulares, el TC se une para formar ramificaciones que ascienden a
través del laberinto cortical (LC) antes de vaciarse al ducto colector (DC).

Tomado y modificado de McCormick JA, Ellison DH. Distal convoluted tubule. Compr Physiol
[Internet]. 2015 Jan;5(1):45-98.(4)

Glomérulo

El glomérulo estd formado por capilares los cuales permiten filtrar grandes
cantidades de sangre y, a su vez, se rodean de una membrana impermeable denominada
capsula de Bowman. La barrera de filtracion glomerular se compone de tres estructuras
que le proporcionan soporte y propiedades selectivas (Figura 2):

1) Endotelio fenestrado de los capilares glomerulares, que confiere
selectividad con el tamafio de las fenestras que ronda de 70 a 100 nm de
didmetro.

2) Membrana basal glomerular (MBG), es gruesa y estd compuesta de
proteinas extracelulares como fibronectina y colageno, ademds confiere
selectividad de carga a las particulas que son filtradas.

3) Podocitos, recubre a la MBG y sirven para dar integridad a las asas
capilares.(3)

Una vez que se filtra la sangre, el ultrafiltrado pasa al tibulo contorneado proximal

(TCP). Tanto el glomérulo como la primera porcion del TCP se encuentran en la corteza.(5)
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Figura 2. Estructura del corpusculo renal, vista al interior de la capsula de Bowman en el penacho

capilar glomerular. La capsula se encuentra cubierta con epitelio parietal y da paso a las células del

tubulo proximal en el polo urinario a la derecha. A la izquierda, se ubican las arteriolas aferente y

eferente en el polo vascular del glomérulo. Se aprecia la relacion entre estas arteriolas y la porcion

especializada de la nefrona distal llamada macula densa. Ademds, se muestran las capas que

comprenden la barrera de filtracion siendo la mas externa compuesta por las células epiteliales

viscerales, los podocitos, luego la membrana basal glomerular (MBG) y finalmente las células

endoteliales fenestradas.

Tomado y modificado de Pollak MR, Quaggin SE, Hoenig MP, Dworkin LD. The glomerulus: The

sphere of influence. Clin J Am Soc Nephrol. 2014;9(8):1461-9.(3)



Tubulo contorneado proximal

El TCP se encuentra adyacente al glomérulo y estd dedicado a la absorcion y
transporte de agua, electrolitos y otras particulas gracias a microvellosidades que favorecen
e incrementan la superficie de contacto con el ultrafiltrado y a mitocondrias largas y
delgadas que recubren el polo basal celular. Los capilares peritubulares que rodean al TCP
son responsables de suministrar sangre a los tibulos, asi como llevar a cabo la recuperacion
de agua libre reabsorbida, iones y otros componentes como aminoacidos y glucosa.(5)
Asa de Henle

El TCP abandona la corteza y se convierte en una delgada extremidad descendente
conocida como asa de Henle que se encuentra ya en la médula, se vuelve cada vez mas
estrecha y luego gira hacia arriba (extremidad ascendente delgada) convirtiéndose en una
rama ascendente gruesa, en esta parte aumentan el nimero de microvellosidades y
mitocondrias para participar en el transporte activo de sodio y asi, diluir o concentrar la
orina.(5)
Aparato yuxtaglomerular y tubulo contorneado distal

El aparato yuxtaglomerular es una region que se encarga de regular la filtracion
glomerular a través de la retroalimentacion tubulo-glomerular y se encuentra cerca del polo
vascular del glomérulo.

La rama ascendente gruesa se convierte en el tibulo contorneado distal (TCD) y

ahi, las células destacan por contener el mayor nimero de mitocondrias.(5)
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Conexion y recogida de tubulos.

La ultima parte de la nefrona esta formada por los tibulos conectores en donde se
da el ultimo ajuste a la orina. En este parte se encuentran las células intercaladas y las
células del tibulo conector las cuales regulan la secrecion de hidrogeno y bicarbonato.

La presencia de las células principales marca la transicion hacia los tibulos
colectores y la parte final de la nefrona. En las nefronas corticales, el tibulo conector
conduce al tabulo colector y los tibulos conectores de las nefronas yuxtamedulares se unen
y forman una arcada que drena en un conducto colector compartido.(5)

Se sabe que los rifiones reciben aproximadamente un 25% del gasto cardiaco lo que
equivale a 1,200 mL/min de flujo sanguineo renal o 600 mL/min de flujo plasmético renal
(FPR). La fraccion de filtracion (FF) representa la proporcion del FPR que pasa a los
tubulos renales, y normalmente es del 20% lo que quiere decir que la TFG es de 120
mL/min en una persona promedio de 60 kg.(3,5)

Fisiopatologia

Las patologias relacionadas con las nefronas son complejas ya que cada seccion de
la nefrona es susceptible a diferentes tipos de dafio y mas de una estructura puede verse
afectada por una sola enfermedad lo que resultaria en un dafio propagado debido a la
interdependencia de las estructuras en el rifion. Las enfermedades glomerulares a menudo
estan mediadas por dafios inmunoldgicos, mientras que los trastornos en los tibulos son
causados por agentes toxicos o infecciosos.(5)

Por lo anterior, el presentar alguna alteracion en alguno de los componentes del

sistema urinario, y principalmente en el rifiéon, podria desencadenar problemas de salud que
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pueden llegar a ser tan severos que pueden afectar de forma permanente al estilo de vida
de las personas, empeorandolo y en casos muy extremos, ocasionar la muerte.
1.2. Enfermedades renales

Las patologias del sistema urinario tienen una amplia gama de presentaciones
clinicas, por ejemplo, las infecciones enfisematosas del tracto urinario, las enfermedades
renales como la lesion renal agua y la enfermedad renal crénica, la nefrolitiasis, la
incontinencia urinaria en hombres y mujeres entre otras. Ademas, las enfermedades renales
son un problema de salud que afectan a un gran nimero de personas en todo el mundo y
principalmente aquellos con enfermedad renal crénica (ERC), lesion renal aguda (LRA)
asi como los que se encuentran con terapias de reemplazo renal (TRR) exceden los 850
millones de personas afectadas en el mundo (6), una cifra que supera al doble el nimero
estimado de los pacientes con diabetes mellitus y es veinte veces mayor que el numero de
individuos infectados por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). La LRA y la ERC
son de las enfermedades més comunes en todo el mundo siendo la ERC la de mayor
prioridad debido a las complicaciones que se pueden desarrollar durante su progresion.

La prevalencia de la enfermedad renal varia sustancialmente alrededor del mundo,
asi como su diagnéstico y tratamiento ya que la disponibilidad de la informacion es
limitada e inconsistente.(7)

En la ultima década se han obtenido datos que relacionan diversos factores como
los genéticos, ambientales, sociodemograficos y clinicos con la enfermedad renal. Por otra
parte, en América central y el sureste de México, la conocida nefropatia mesoamericana
(también referida como ERC de causas desconocidas) ha surgido como una causa

importante de enfermedad renal (7). Esta nefropatia mesoamericana tiene una elevada
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prevalencia en los paises de bajo y medio desarrollo de las zonas antes mencionadas y es
definida como de causas desconocidas porque no se presentan los factores de riesgo
tradicionales que se conocen para la ERC los cuales son la diabetes y la hipertension, por
ello, se ha sugerido que un factor de riesgo para este tipo de ERC es la exposiciéon ambiental
a metales pesados y otros contaminantes como fertilizantes, asi como la prolongada
exposicion a altas temperaturas y baja hidratacion durante largas jornadas de trabajo (8).

Por consiguiente, antes de abordar el tema sobre la importancia de atender la ERC
es necesario hablar sobre la LRA ya que ambas son enfermedades renales y comparten
ciertas caracteristicas que culminan en un dafio irreversible en los rifiones y ademas, el
haber padecido un episodio de LRA es un factor de riesgo importante para el desarrollo de
ERC, sin embargo, se diferencian en el tiempo (agudo o crénico) en el que se lleva a cabo
un dafio estructural y funcional en los rifiones el cual puede ser medido, principalmente
con los niveles de creatinina sérica y depuracion de creatinina asi como en los valores de
volumen urinario y excrecion urinaria de proteinas.
1.2.1. Lesion renal aguda

Se entiende por lesion renal aguda a la reduccion repentina de la funcion de los
rifiones durante un periodo corto de tiempo (48 horas aproximadamente) lo que ocasiona
un incremento en la concentracion de la creatinina sérica (CrS; producto de deshecho que
se acumula en la sangre al existir disfuncion renal) por lo que se consideran los siguientes
valores para establecer el diagndstico: un incremento en los niveles de CrS > 0.3 mg/dL o
cuando se incrementen a = 1.5 veces el valor inicial conocido de CrS en 48 horas; o que
se presume que ha ocurrido dentro de los 7 dias anteriores; o la obtencion de un volumen

urinario <0.5 mL/kg/h por 6 horas (9). El concepto de la LRA ha sido reexaminado en
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varias ocasiones, sin embargo, hay evidencias que sugieren que la LRA se caracteriza por
cambios en la produccion de orina y en la quimica sanguinea que de igual manera sirven
para predecir consecuencias clinicas severas (9). Dentro de las principales causas de LRA
se encuentran la hipovolemia, choque séptico, cirugias abdominales mayores y/o
tratamiento con farmacos nefrotoxicos. (9)
1.2.2. Enfermedad renal cronica
1.2.2.1. Etiologia

Las causas de la ERC varian globalmente, sin embargo, existen enfermedades primarias
comunes que pueden causar ERC y en tltima instancia ERC en fase terminal, las cuales se
enlistan a continuacion:

> Diabetes mellitus tipo 2 (30% a 50%)

> Hipertension arterial (27.2%)

» Glomerulonefritis primaria (8.2%)

> Diabetes mellitus tipo 1 (3.9%)

> Nefritis tubulointersticial cronica (3.6%)

> Enfermedades quisticas o hereditarias (3.1%)

> Vasculitis o glomerulonefritis secundaria (2.1%)

> Neoplasias o discrasias de células plasmaticas (2.1%) (10)
La ERC puede resultar de los procesos de las enfermedades en cualquiera de las tres
categorias:

e (Cambios hemodindmicos: cuando hay una disminucion en la presion de la perfusion

renal. Esto ocurre, principalmente, en pacientes con insuficiencia cardiaca o cirrosis
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los cuales tienen ya una disminucion persistente en la perfusion renal, lo que
incrementa la probabilidad de que sean propensos a multiples episodios de una
lesion intrinseca del rifidén, asi como una necrosis tubular aguda (NTA) y esto
conduzca al desarrollo de ERC.(10)
e [ esion renal intrinseca de enfermedad vascular, glomerular y tubular e intersticial:
cuando hay patologias relacionadas con los vasos, glomérulos o tiibulos intersticios.
-Para la vascular, la mas comun es la nefroesclerosis la cual causa un dafio créonico
en los vasos sanguineos, glomérulos y tibulos intersticios.(10)
-Para la glomerular, se identifica debido a la presencia de un patrén anormal en el
recuento de células sanguineas en la orina, asi como un grado variable de
albuminuria las cuales son ocasionadas comUnmente por Streptococcus,
endocarditis infecciosa, nefritis en derivacion, nefropatia de IgA, nefritis lupica,
sindrome de Goodpasture y vasculitis.(10)
-Para la intersticial, la mas comun es la enfermedad renal poliquistica, aunque
también se puede incluir la nefrocalcinosis, sarcoidosis y sindrome de Sjogren. En
esta categoria hay un incremento en el reconocimiento de la nefropatia
mesoamericana.(10)
La ERC también se puede originar como consecuencia de un episodio de LRA. En esta,
una reparacion defectuosa después de la LRA que se caracteriza por inflamacion cronica,
rarefaccion vascular, arresto de las células del epitelio tubular en la fase G2/M del ciclo
celular y activacion de fibroblastos, juegan un papel esencial en el desarrollo de fibrosis y

disfuncion renal.(10)
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e Obstructiva: Cuando existe una obstruccion y esta puede ser por una enfermedad
prostatica o una nefrolitiasis o tumor abdominal/pélvico con mas efecto en el
uréter.(10)
1.2.2.2. Epidemiologia de la ERC

La enfermedad renal cronica, por su parte, es un problema de salud que tiene gran impacto
a nivel mundial, con una prevalencia estimada del 13% con lo que se calcula que cerca de
850 millones de personas en el mundo presentan cierto grado de disfuncion renal (6,11).
En México, se estima que el 8% de la poblacion padece ERC y cerca de 100,000 pacientes
se encuentran en TRR, ademas se estima que el rango de mortalidad anual es de 12.3 por
cada 100,000 habitantes y se ha convertido en la segunda causa de muerte prematura en el
pais.(8)

Asi mismo, en México, durante un estudio realizado para conocer la prevalencia de la
enfermedad renal cronica en el KEEP (Kidney Early Evaluation Program), se ha detectado
que los factores de riesgo mds importantes para la ERC son la diabetes y la
hipertension.(12)

La ERC se caracteriza por un deterioro funcional persistente durante mas de tres meses,
con o sin evidencia de un déficit estructural (13). La reduccion de la tasa de filtracion
glomerular (TFGe) a menos de 60 mL/min/1.73 m? indica un dafio renal y asi mismo, el
desarrollo de anormalidades funcionales de los rifiones como proteinuria, una elevada
proporcion de albumina-creatinina en la orina y anormalidades en el sedimento urinario,
como globulos rojos dismorficos son factores importantes bien establecidos que

determinan el diagnéstico de ERC.(14,15)
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1.2.2.3. Clasificacion de la ERC
El consorcio KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) en 2012 clasifico a
la ERC en 6 categorias basadas en la TFGe (de G1 a G5 con G3 dividido en 3a 'y 3b, Tabla
1.) ademas, incluye subcategorias basadas en los niveles de albuminuria (Al, A2 y A3,
Tabla 2.), con ello cada etapa subcategorizada, de acuerdo a la proporcion de albumina-
creatinina en orina, se mide en (mg/mg) o (mg/mmol) en una muestra de orina obtenida en

la manana, es decir, la primera orina de la mafiana.(10)

Tabla 1. Categorias de la ERC basada en la TFGe. Modificado de: Official Journal of the
International Society of Nephrology KDIGO 2012, Clinical Practice Guideline for the Evaluation
and Management of Chronic Kidney Disease. (16)

Categoria de TFGe TFGe (mL/min/m?) Interpretacion

Gl 90 o mayor Normal o alta

G2 60 a 89 Levemente disminuido

G3a 45 2 59 Leve o .mocilere'ldamente
disminuido

G3b 30 244 Modera(.la 0' seYeramente
disminuido

G4 15a29 Severamente disminuido

G5 Menos de 15 Fallo renal
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Tabla 2. Categorias por niveles de albuminuria. Modificado de: Official Journal of the International
Society of Nephrology KDIGO 2012, Clinical Practice Guideline for the Evaluation and
Management of Chronic Kidney Disease.(16)

Tasa de Relacion albumina-creatinina
B excrecion de
Categoria .
albumina .,
(mg/mmol) (mg/g) Interpretacion
(mg/24 horas)
Menor a Normal o
Al Menor a 30 Menor a 3 30 levemente
incrementado
Moderad t
A2 30 a 300 3230 30 a 300 Joceradamerie
incrementado
A3 Mayor a 300 Mayor a 30 Mayor a Severamente
Y Y 300 incrementado

En la etapa G5 de la ERC, la mas avanzada segun la clasificacion dada por la KDIGO (16),
las opciones terapéuticas son las de TRR como la dialisis peritoneal o la hemodialisis y en
algunos casos, cuando se llega a la insuficiencia renal, se opta por el trasplante de rifion sin
embargo, a pesar de que el trasplante es la opcidn terapéutica que incrementa en mayor
proporcién la calidad de vida de los pacientes renales, no siempre representa un buen
pronostico para la salud del paciente ya que no se asegura que el nuevo érgano cumpla con
todas las funciones adecuadamente y asi mismo se puede llegar a otras complicaciones
como el rechazo del érgano trasplantado, infecciones microbianas (tanto en la hemodialisis
como en la didlisis peritoneal), inflamacion renal, nefrotoxicidad inducida por Ila
administracion de medicamentos, disfuncion cronica del injerto, entre otras.(17,18)
1.3. La enfermedad cardiovascular en la ERC
1.3.1. Fisiologia cardiaca

Una de las principales alteraciones secundarias a la ERC son las relacionadas a la

enfermedad cardiovascular (ECV). Antes de abordar los temas relacionados a la ECV que
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surge como consecuencia/efecto secundario de la enfermedad renal, es necesario conocer
acerca del funcionamiento del corazon, asi como comprender la estrecha relacion entre la
fisiologia cardiaca y otros sistemas de 6rganos y como la fisiopatologia se relaciona con la
fisiologia macroscdpica simple.

El corazén es un 6rgano vital que tiene la funcion principal de bombear la sangre
que suministra oxigeno y nutrientes a todo el cuerpo. Este 6rgano cuenta con cuatro
cavidades, una auricula y un ventriculo en cada lado (derecho e izquierdo). Las cavidades
de la parte derecha reciben la sangre desoxigenada del cuerpo y la envia a los pulmones
para ser oxigenada, asi la sangre regresa a las cavidades de la parte izquierda y es enviada
a todo el cuerpo. Esto sucede gracias a los cardiomiocitos; la matriz extracelular (MEC),
la cual proporciona un soporte bioquimico y estructural; fibroblastos, que produce el MEC;
células endoteliales, que recubren las cavidades, arterias, venas y valvulas; y un sistema de
conduccion eléctrica que le permite al corazéon coordinar secuencialmente las
contracciones.(19)

A pesar de que el corazon es un 6rgano notablemente resistente y que puede
adaptarse a través de multiples variables como la frecuencia cardiaca, volumen sistolico,
precarga, poscarga, diastole y sistole existe un gran niimero de etiologias que pueden
afectar el correcto funcionamiento y provocar una insuficiencia cardiaca y en casos mas
severos, la muerte.(20)

1.3.2. Incidencia de la ECV en la ERC

Un aumento de la tasa de morbilidad y mortalidad de los pacientes con ERC esta

muy relacionado con las complicaciones cardiovasculares en las que se incluyen el infarto

agudo al miocardio (IM), la insuficiencia cardiaca (IC), la enfermedad valvular, la
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enfermedad vascular cerebral (EVC), la arteriopatia periférica (AP), la enfermedad
tromboembodlica y la muerte cardiaca subita las cuales son todas las formas de la
enfermedad cardiovascular (ECV) y que se desencadenan a partir de los dafios provocados
por la ERC, lo que la convierte en la principal causa de muerte en estos pacientes y por ello
se dice que los pacientes con ERC tienen mas probabilidad de morir por una ECV que
progresar a la etapa G5 de la ERC (21). De hecho, mas del 50% de los pacientes con ERC
fallecen por complicaciones CV.
1.3.3. Sindrome cardiorrenal

Esta relacion ERC-ECV representa una manifestacion clinica denominada como
sindrome cardiorrenal (SCR). Ronco et al. (22) propusieron una clasificacion de cinco tipos
de SCR, dependiendo de las interacciones etioldgicas y cronolégicas como se muestra en
la Tabla 3. E1 SCR incluye un amplio espectro de enfermedades en las que se involucra el
corazén y el rindén por ello, el SCR reconoce dos grupos principales, el sindrome
cardiorrenal y renocéardico que, a su vez, se dividen en cronicos y en agudos segun la
temporalidad de la enfermedad (23). En particular el SCR tipo IV es en el que la ERC
conduce al desarrollo de alteraciones cardiovasculares cronicas como remodelacion y
disfuncién cardiaca cronica (23,24). En el SCR tipo 1V, el sistema cardiovascular se ve
afectado por una amplia gama de alteraciones clinicas de la ERC incluyendo uremia y
anemia debido a la insuficiencia renal y metabolismo anormal de fosfato inorganico y de
calcio que conducen a calcificacion vascular. Ademas, se presenta disfuncion endotelial e
inflamacion cronica que pueden contribuir al desarrollo de fibrosis, hipertrofia y disfuncién

cardiaca.(23)
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Tabla 3. Clasificacion del Sindrome Cardiorrenal. Modificado de: Di Lullo L, House A, Gorini A,
Santoboni A, Russo D, Ronco C. Chronic kidney disease and cardiovascular complications. Heart

Fail Rev. 2015;20(3):259-72.(24)

Sindrome Cardiorrenal (SCR) definicion:

Trastorno fisiopatologico del corazon y los rifiones por el cual la disfuncion aguda o
crénica en un 6rgano puede indicar una disfuncién aguda o cronica en el otro 6rgano.
SCR I (Sindrome Cardiorrenal agudo)

Empeoramiento abrupto de la funcidn cardiaca que conduce a una lesion renal aguda
(p. €j. Shock cardiaco agudo o insuficiencia cardiaca congestiva agudamente
descompensada).

SCR II (Sindrome Cardiorrenal cronico)

Anomalias cronicas en la funcion cardiaca (p. ej. Insuficiencia cardiaca congestiva)
que causan ERC progresiva y potencialmente permanente.

SCR III (Sindrome Renocardico agudo)

Empeoramiento abrupto de la funcion renal (p. ej. Isquemia aguda por enfermedad
renal o glomerulonefritis) que causa trastorno cardiaco agudo (insuficiencia cardiaca,
arritmia, isquemia).

SCR IV (Sindrome Renocardico agudo)

Enfermedad renal crénica (p. ej. enfermedad glomerular o intersticial cronica) que
contribuye a la disminucién de la funcion cardiaca y/o mayor riesgo o eventos
cardiovasculares adversos.

SCR V (Sindrome Cardiorrenal secundario)

Afeccion sistémica (p. €j. diabetes mellitus, sepsis) que causa disfuncion cardiaca 'y
renal.

La evidencia clinica muestra que los niveles de funcion renal, determinados por la
tasa de filtrado glomerular, tienen una correlacion inversamente proporcional con el
incremento del riesgo cardiovascular, es decir, a menor tasa de filtrado glomerular, mayor
es el riesgo de sufrir un evento cardiovascular. Asi mismo, se ha demostrado que los
pacientes con ERC, tienen una mayor incidencia complicaciones cardiovasculares
independientemente de la edad (25,26). La didlisis es otro factor que influye en la
incidencia de complicaciones cardiovasculares, inicialmente se creia que esto era debido a
los factores de riesgo tradicionales existentes en este tipo de pacientes, como la

aterosclerosis, la hipertension arterial sistémica, trastornos lipidicos, diabetes mellitus y
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enfermedades inflamatorias crénicas incluidas las inmunomediadas. Sin embargo, la
incidencia de estos factores no explica completamente la alta tasa de complicaciones
cardiovasculares en esta poblacion de pacientes, por lo que se cree que otros factores deben
estar involucrados.(26)

Por tanto, es razonable decir que el entender cudles son las vias de sefializacion y
los tipos celulares especificos que participan en la interaccion rifion-corazoén durante las
primeras etapas de la ERC puede ayudar a detectar blancos terapéuticos y a tener un manejo
efectivo con el que se conseguird tener efectos cardio protectores y, por lo tanto, puede
ralentizar la evolucion de la ERC, reducir la mortalidad por una complicacion CV y mejorar
el pronostico en este grupo de pacientes.

1.4. Inflamacion renal y cardiaca como consecuencia de la ERC
1.4.1. Inflamacion como respuesta inmune.

Como se ha mencionado anteriormente, en el SCR tipo IV, el sistema
cardiovascular es afectado por el desarrollo de alteraciones clinicas de la ERC lo que puede
llegar a causar una inflamacion y fibrosis cardiaca, lo cual explica el alto indice de
pacientes con complicaciones cardiacas durante la ERC.

La inflamacién es una parte del mecanismo de defensa innata del cuerpo contra
etiologias infecciosas o no infecciosas y esta puede ser aguda o cronica dependiendo de la
temporalidad, es decir, aguda cuando se presenta en los primeros dias y cronica cuando se
presenta durante meses, sin embargo, también es posible evolucionar de una aguda a
cronica.

La inflamaciéon aguda comienza cuando se produce una lesion especifica la cual

produce mediadores solubles como las citoquinas, proteinas de fase aguda y quimiocinas
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que promueven la migracion de neutréfilos y macrofagos al area de la inflamacion. Estas
células son parte de la inmunidad natural innata del organismo y activan el rol en la
inflamacion aguda. Cuando la inflamacion no se detiene durante las primeras semanas se
puede desarrollar la forma cronica en donde se da la migracion de linfocitos y células
plasmaticas al sitio de la inflamacion y si ésta persiste y no hay una recuperacion entonces
se favorecera el desarrollo de fibrosis.(27)

1.4.2. Mediadores en la inflamacion

Existen muchos grupos de mediadores que participan en el proceso en cascada de
la inflamacién, en uno de ellos se encuentran los mediadores y biomarcadores de
inflamacién aguda como el oxigeno reactivo y especies reactivas de 6xido de nitrogeno,
citocinas como la IL-6, TNF-a y quimiocinas, proteinas de fase aguda como la proteina C
reactiva, factores de crecimiento relacionados con la inflamacion asi como factores de
transcripcion como la NF-kB y los principales tipos de células inmunes aunque el tipo de
mediadores y células que se veran involucradas durante la inflamacion, va a depender de
varios factores como el tipo de inductor, la duracion de la lesion y multiples variables
genéticas.(27)

El riiién alberga una variedad de células inmunes residentes como las células
dendriticas (CD), macrofagos, Células T reguladoras (Tregs), Linfocitos CD8 y NK, entre
otras, las cuales tienen un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis de los
tejidos.

1.4.3. Inflamacion renal
Las causas mas comunes de la inflamacion renal son debidas a una infeccidn,

isquemia/reperfusion y a la formacion de complejos inmunes o desregulacion



23

complementaria. Los promotores mas importantes de la inflamacion renal son las células
epiteliales de los tibulos renales las cuales secretan citocinas en respuesta a los inductores.
Estos mediadores activan las vias NF-kB o MAPK.

NF-kB es una familia de factores de transcripcion pleiotropica que tienen la funcion
de regular la transcripcion de cientos de genes relacionados con inflamacion, inmunidad,
apoptosis, proliferacion y diferenciacion celular por lo que su activacion ocasiona una
translocacion nuclear que puede proceder a través de vias clasicas/canonicas,
alternativas/no canonicas o hibridas.(28)

Del mismo modo, la via de la proteina quinasa activada por mitdégeno (MAPK por
sus siglas en inglés) juega un papel importante ya que es un elemento central en la
senalizacion de procesos basicos como la proliferacion celular, la diferenciacion, la
apoptosis, la angiogénesis y la metéstasis tumoral.(29)

En este proceso, tanto las células inmunes residentes como las circulantes pueden
llevar a cabo una interaccion con las células renales parenquimatosas y desencadenar una
respuesta inflamatoria cuando son sometidas a estrés lo que causa dafios irreversibles en
los tejidos y también una insuficiencia orgéanica.(30)

En varios estudios se ha demostrado que la activacion de células dendriticas (CD)
incrementa la actividad de las células T CD4" lo que promueve un dafio glomerular y
fibrosis renal y a su vez la severidad de la fibrosis intersticial es un predictor preciso de la
supervivencia renal.(31)

La infiltracion de células inflamatorias juega un papel crucial en la fibrogénesis
renal y se considera que de todas ellas los macrofagos y los linfocitos T podrian ser los mas

importantes en este proceso. El rol de los linfocitos T CD4" en la fibrosis renal aun no es
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clara sin embargo, se ha demostrado que son las mas predominantes durante la fibrosis
renal.(31,32)
1.4.4. Respuesta inmune en el corazon

En varios estudios se ha identificado y caracterizado las interacciones complejas
que hay entre varios tipos de células inmunes que habitan o se infiltran en el tejido cardiaco
y las células cardiacas residentes, incluidos los cardiomiocitos, fibroblastos y células
endoteliales como resultado de la respuesta inmune a afecciones y enfermedades, sin
embargo, aun hay mucho que aprender sobre la implicacion de la inflamacion en las
afecciones del corazon ya que, en algunos casos, la respuesta inflamatoria es aguda y fuerte,
en otros es cronica y moderada y en otras mas el papel del sistema inmune sigue siendo
dificil de comprender.(19)

El corazén no es un organo aislado ya que sus cavidades, vasos y valvulas se
encuentran rodeados del pericardio. Este contiene un liquido seroso protector que contiene
leucocitos en los que se incluyen a los macrofagos y células B, y puede convertirse en una
fuente de leucocitos infiltrantes de tejido durante una afeccion.

La respuesta inmune innata en el corazén da comienzo cuando se presenta alguna
afeccion y esta va a depender tanto de células inmunes residentes, asi como de poblaciones
adicionales reclutadas. Inmediatamente después de que se ocasiona una lesion, las células
inmunes residentes que ya han sido activadas como los macrofagos, las células linfoides
innatas y los mastocitos, coordinan la eliminacion de las células dafadas o en proceso de
muerte a través de la fagocitosis, de igual manera coordinan la remodelacion del estroma
del tejido y el reclutamiento de células inmunes de la sangre (16,30). En el corazon, la

liberacion de TNF-a, IL-1B por macréfagos e histamina por mastocitos, desencadena la
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permeabilidad vascular y la transmigracion de las células innatas circulantes (33).
Posteriormente, los monocitos infiltrantes se diferencian localmente para dar lugar a la
eliminacion de células dendriticas productoras de macréfagos o TNF-a que son capaces de
coordinar una respuesta inmune adaptativa. A pesar de que estos eventos son importantes
para la recuperacién de los tejidos, la activacion en exceso y la expansion local de
macrofagos también puede ser perjudicial para el proceso de regeneracion de tejidos.(34)

Hasta la fecha, se ha demostrado que las células inmunes como los macrofagos
pueden terminar afectado la recuperacion de los tejidos, sin embargo, se ha estudiado que
de las células inmunes, los linfocitos T podrian tener un papel muy importante en el dafio
hacia el tejido cardiaco aunque la informacion actual atun es inconsistente y se debe estudiar
mas acerca sobre este tipo de células para esclarecer el posible mecanismo de accidon sobre
su infiltracion en tejidos cardiacos y su contribucion a la inflamacion y fibrosis cardiaca.
1.5.  Linfocitos T CD4+y el SCR

En diversos modelos experimentales de ERC se ha observado que hay un
incremento en la infiltracién de algunas células inflamatorias en el tejido cardiaco, que
contribuyen a las complicaciones cardiovasculares por ejemplo; en la ERC desencadenada
por la nefrectomia subtotal, hay un aumento en las células CD68" cardiacas (macrofagos)
y una elevacion del factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) y proteina
quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1), siendo el TNF-a y la IL-6 predictores
independientes significativos de la mortalidad cardiaca (35) ya que contribuyen al
remodelamiento cardiaco debido a su papel en el proceso inflamatorio (35). Asi mismo, se
ha observado que al depletar la infiltracion de cierto tipo de células se pueden evitar efectos

y complicaciones no deseadas, por ejemplo, en un experimento realizado con un modelo
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clasico de fibrosis cardiaca producido por la administracién de angiotensina II, se evito la
remodelacion cardiaca cuando se vio afectada la infiltracion de macrofagos
proinflamatorios, lo que demuestra el importante papel de la inflamacion en el proceso
fibrotico.(35)

Del mismo modo, en modelos murinos se ha observado que de estas células
inmunes los linfocitos T y en especial el grupo de linfocitos T CD4" ya activados, se
infiltran en el corazoén y juegan un papel crucial en el desarrollo de complicaciones
cardiovasculares como la promocion de fibrosis cardiaca, la hipertrofia y la remodelacion
(36) sin embargo, la informacion actual ain es insuficiente por lo que se requiere hacer
mas estudios para observar el efecto de estas células en los tejidos cardiacos y con ello
saber establecer pautas que puedan apoyar en la compresion de su mecanismo de accion
sobre las complicaciones cardiacas. Por ello, a continuacion, se explicara brevemente sobre
los principios basicos de estas células y su estrecha relacion con el SCR para asi explicar
la razon del presente proyecto.

1.5.1. Principios bdsicos de los linfocitos T CD4*

Los linfocitos T son células producidas por la médula 6sea las cuales maduran y se
diferencian en el timo, se encuentran en los tejidos linfoides asociados a la piel o mucosa
intestinal. Con diversos estudios se ha demostrado que su funcion principal es la de
controlar la respuesta inmune mediante mecanismos de reconocimiento antigénico, pero
también se ha comprobado que participan en el control de la respuesta inflamatoria aguda
y cronica, asi como en enfermedades alérgicas e infecciosas.(37,38)

Los linfocitos T maduros se dividen en 3 tipos principales: CD4" T-helper (Th),

CD8" T-citotoxico (Tc) y CD4" T-regulador (Treg) sin embargo, nos enfocaremos en los



27

T CD4" ya que en diversos estudios se ha demostrado que son el tipo de células que, dentro
del linaje de linfocitos T, tienen una relacion importante con la patogenia de la lesion
cardiaca.(36,39)

Este tipo de células carecen de inmunoglobulinas de superficie, pero contienen
marcadores en ella como el CD4. La molécula CD4 es una proteina que se encuentra
expresada en la poblacion CD4" o Linfocitos T CD4" y estas unicamente reconocen a los
antigenos que son transportados por la molécula de histocompatibilidad de clase I (HLA-
D) mediante el receptor de linfocito T (TCR), este proceso tiene lugar en los 6rganos
linfaticos secundarios, principalmente en los ganglios linfaticos drenantes y el bazo (40),
y una vez que se activan empiezan a ejercer su funcion (38).

1.5.2. Evidencia experimental sobre el rol de los linfocitos T en lesiones cardiacas

Cada vez existen mas pruebas que indican que la presencia de células T pueden
contribuir en la patogénesis de la lesion cardiaca, un ejemplo de ello es su papel en al dafio
por isquemia/reperfusion en el corazon.

Una evidencia experimental que muestra como los linfocitos T CD4" contribuyen
a la lesion por isquemia-reperfusion miocardica provino de un estudio realizado en ratones
RAGI KO, que son ratones deficientes en linfocitos maduros y se compararon con ratones
de tipo salvaje. En ellos se demostré que los ratones con reduccion de linfocitos T, en
comparacion con los ratones control, mostraron un tamafio de infarto significativamente
menor. A su vez, se hizo una reconstitucion de los ratones RAG1 KO mediante la
transferencia adoptiva con células T CD4" y se observé que se revirtio la proteccion antes
observada lo que indica que las células T CD4" promueven la lesion por isquemia-

reperfusion cardiaca.(39)
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Se sabe que las citocinas relacionadas con los linfocitos se encuentran sobre
reguladas en el corazoén postisquémico y las moléculas de quimiocinas y la de adhesion de
leucocitos, tales como la glicoproteina P-selectina ligando-1, CD11/CD18, la molécula de
adhesion intercelular-1 (ICAM-1 por sus siglas en inglés), y la proteina quimioatrayente
de monocitos proteina-1 (MCP-1), son los que median la lesion por isquemia-reperfusion
en el miocardio asi como la adhesion, migracion y sefalizacion de los linfocitos.(41,42)
1.5.3. Perspectiva clinica y antecedentes directos

Aunque la inflamacién es un proceso muy caracteristico de una lesion cardiaca, la
inmunomodulacién terapéutica sigue siendo un tema que ain no estd completamente
estudiado.(36)

En nuestro grupo de investigacion se ha sugerido que los linfocitos T CD4" juegan
un rol crucial en la progresion de la remodelacion cardiaca después de un dafio renal; en
estudios preliminares realizados en un modelo murino de ERC inducida por IR, se ha
observado que el nimero de linfocitos T CD4" infiltrados se ve aumentado en el corazon
en los primeros dias después de haber iniciado la ERC y se presume que este aumento
puede contribuir al desarrollo de las complicaciones cardiovasculares (datos no
publicados).

Por lo tanto, una propuesta de la presente investigacion, es que el desarrollo de
complicaciones cardiovasculares durante la ERC podria considerarse como
complicaciones inmunomediadas por la infiltracion temprana de linfocitos T CD4"
posiblemente activos y que son indispensables para la remodelacion adversa a largo plazo

por lo que la deplecion de estas células T CD4+ en las etapas tempranas de la ERC podria
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representar una estrategia terapéutica efectiva para prevenir las alteraciones

cardiovasculares cronicas durante la ERC.
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2. Planteamiento del problema
Se ha demostrado que en etapas tempranas de la ERC hay un incremento de
linfocitos T CD4" en el tejido cardiaco, sin embargo, los estudios al respecto son incipientes
y se desconoce cuales son los mediadores pro-inflamatorios que facilitan la infiltracion de
los linfocitos T CD4" en el corazén y cudl es el papel de éstas células en el dafio cardiaco
cronico durante la ERC por lo cual, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ;Cual
es el efecto de la deplecion de linfocitos T CD4" sobre las alteraciones cardiovasculares en

un modelo de ERC?.



31

3. Justificacion

En nuestro grupo de investigacion, en un estudio previo realizado en un modelo
murino de ERC, se observo que la infiltracion de diferentes tipos de células inflamatorias
en el corazon presenta un patron anormal. En particular, el namero de linfocitos T CD4"
se ve incrementado en los corazones de los ratones después de 3 a 5 dias de iniciacion de
la ERC. Sin embargo, se desconoce si la infiltracion de estas células estd asociada con el
desarrollo de complicaciones cardiovasculares durante la ERC. Ademas, los mediadores
inflamatorios que promueven la infiltracion temprana de linfocitos T CD4" y otras células
inflamatorias en el corazén se desconocen. Por lo tanto, en este proyecto se buscd conocer
cudl es la relacion del incremento de estas células con el progreso de las complicaciones
cardiovasculares en la ERC y si la deplecion de estas células contribuye a la disminucion
del dafio en el corazon. Ademas, se estudid a los mediadores inflamatorios tempranos en

el tejido cardiaco de los ratones en etapas iniciales de la ERC.
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4. Hipotesis
De acuerdo con la evidencia tedrico-cientifica que muestra que la infiltracion
cardiaca de linfocitos T CD4" en las primeras fases de la ERC causa efectos perjudiciales
cronicos en la fisiologia cardiovascular, suponemos que al efectuar una deplecion de estas
células mediante la inyeccion de anticuerpos anti-CD4, en un modelo murino de ERC, se

prevendran o disminuiran significativamente las alteraciones cardiovasculares.
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5. Objetivo general

Evaluar el efecto de la deplecion de células T CD4" sobre las alteraciones
cardiovasculares en un modelo murino de enfermedad renal crénica.
5.1.  Objetivos especificos

-Determinar cuéles son los mediadores inflamatorios que participan en la
infiltracion temprana de linfocitos T CD4" y en la lesion cardiovascular en un modelo de
raton con ERC.

-Evaluar el efecto de la deplecion transitoria y temprana de linfocitos T CD4" sobre

la aparicion de fibrosis y disfuncion del miocardio en etapas mas avanzadas de la ERC.
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6. Metodologia

Diserio de estudio

Se llevo a cabo un estudio experimental.
Modelos experimentales

Se utilizé un modelo murino de ERC en el que se evaluaron las alteraciones renales
y cardiacas agudas y cronicas. Este modelo en raton de ERC consistio en inducir un dafo
renal por isquemia / reperfusion y se dio seguimiento por 8 semanas para permitir la
progresion de la ERC. En el caso del protocolo agudo el seguimiento fue durante 5 dias.

Los animales utilizados fueron ratones de la cepa C57BL/6, machos sanos de entre
8 y 12 semanas de edad y con un peso prometido de 20 g, los cuales fueron proporcionados
por el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM vy a su vez fueron
transferidos al bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” lugar en
donde se mantuvieron durante el estudio. Los animales tuvieron acceso a comida y agua
Ad libitum y permanecieron con ciclos de luz-oscuridad 12-12 horas. Los procedimientos
experimentales con los animales fueron aprobados por el Comité Interno para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto de investigaciones Biomédicas
con los nimeros ID: 1293 e ID: 6317 y por el CICUAL del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chéavez con el nimero INC/CICUAL/013/2018.
Criterios de inclusion y eliminacion

> Inclusion: ratones cepa C57BL/6, machos sanos de entre 8 y 12 semanas de
edad con un peso promedio de 20 g.
> Eliminacion: reperfusion inadecuada en el rifion, dafio al rifién y/u otros

organos durante la cirugia, muerte durante la anestesia y/o cirugia,
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anormalidades en la salud del raton y/o muerte durante el tiempo de
progresion de la enfermedad renal crénica.

6.1. Estudios en la fase temprana de la ERC

Fase
temprana

(e

Ratones macho
C57BL/6

8-12 semanas
de edad

Cirugia
con
isquemia

Isquemia renal bilateral
de 25 minutos

simulada

Determinacion de
creatinina y
albuminuria

Recoleccion
de orina

Recoleccion
de orina

A los 5 dias
de la cirugia

-Determinacion de creatinina y
albuminuria.

R
Obtencion
de orina y
tejidos

-Deteccion de colagena y
fibronectina por WB.

Obtencion

de orina y . . )

tejidos -Cuantificacion de moléculas de
adhesion, citocinas y

quimiocinas por RT-qPCR.
-Estudios histopatologicos.

Esquema 1. Protocolo general de la fase temprana de la ERC.

6.1.1. Modelo de ERC inducida por isquemia / reperfusion renal bilateral

En esta fase se utilizaron nueve ratones de los cuales se formaron dos grupos: Sham
(control) e Isquemia/Reperfusion (IR), teniendo cuatro y cinco ratones en cada grupo,
respectivamente. El tamafio de la muestra se calculé con base en experimentos previos,

realizados por nuestro equipo de investigacion, en donde se conocen los niveles de
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creatinina sérica como parametro principal para determinar la existencia de disfuncion
renal en ratones con ERC inducida por isquemia renal bilateral.

Se us6 como anestésico pentobarbital de sodio (PISABENTAL®) a una dosis de
60 mg/kg via intraperitoneal.

Para la anestesia, los ratones se sujetaron teniendo cuidado de no lastimarlos y se

administré el anestésico en la parte baja del abdomen, como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Area de administracion del anestésico.

Transcurridos 3-5 minutos, o hasta que el ratoén estuviera anestesiado mostrado por
la ausencia de reflejos, se procedio a rasurar las dos zonas en donde se realizaron las
incisiones (Figura 4). Posteriormente se coloco al ratébn en una cama termorregulada a

37°C para mantener su temperatura corporal durante la cirugia.
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Figura 4. Incisiones quirurgicas. La incision en la parte lateral izquierda del ratén se realizo de

manera horizontal y en la parte derecha se realiz6 de manera vertical debido a la cercania y posicion

del rifion con el higado.

Se procedio a realizar las incisiones en las zonas rasuradas, cortando primero la piel
y luego el musculo, teniendo cuidado de no cortar o rasgar 6rganos.

Con ayuda de hisopos, se buscd y se expuso al rifidon, teniendo cuidado de no
lastimar otros 6rganos, en seguida se diseco rapida y cuidadosamente el pediculo renal con
la ayuda de pinzas quirurgicas. Se realizd el mismo proceso con el otro rifidon.

Luego de que se disecaron los pediculos renales de ambos rifiones se procedié a
realizar la isquemia.

Para realizar la isquemia se colocaron clips vasculares no traumadticos en los
pediculos renales de ambos rifiones y a partir de su colocacion se midi6 un tiempo de 25

minutos. Como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Colocacion de los clips vasculares no traumaticos en los pediculos renales.

Al terminar la isquemia se procedi6 a retirar los clips con cuidado y a observar que
hubiera una reperfusion adecuada, esto se identifico por el cambio de coloracion en el rifion
que iba de un color café oscuro a un color rojo “vivo”.

Posteriormente, se devolvieron los rifiones a su sitio, se suturd el misculo y seguido
la piel, teniendo cuidado de no dafiar o perforar 6rganos y demas tejidos con la aguja.

Por ultimo, se esperd un tiempo (en la cama térmica a 37°C) hasta que el raton se
recuperara de la anestesia para luego devolverlo a su caja.

Se repite el mismo procedimiento para todos los ratones del grupo IR.

Para los ratones del grupo control inicamente se realizaron las incisiones, cortando
piel y musculo y exponiendo al rifidn, pero sin impedir el flujo sanguineo, durante 25
minutos en la cama termorregulada (37°C).

Por ultimo, se suturaron las incisiones y se esperd a que los ratones se recuperaran

de la anestesia para devolverlos a su caja.
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6.1.2. Recoleccion de orina de 24 horas

A las 24 horas de haber realizado la cirugia se recolectd la orina de ambos grupos
de ratones. Para ello se sujetd rapida y cuidadosamente al raton y se estimuld para que
produjera orina, la cual fue recolectada y almacenada a -20°C para su posterior analisis.
6.1.3. Funcion renal: Determinacion de creatinina y albuminuria en orina de 24
horas

Para la cuantificacion de creatinina en orina se utilizé el kit de QuantiChrom™
Creatinine Assay Kit. Se uso un blanco, el estandar de creatinina y las muestras de orina
correspondientes a los nueve ratones.

En una placa de 96 pozos se adicionaron las muestras en el siguiente orden: Blanco,
estandar, muestras de orina 1-9. Una vez colocadas las muestras, se les adiciono el reactivo
de trabajo (mezcla de reactivo A y B del kit) e inmediatamente se leyeron en un lector de
placas a una absorbancia de 510 nm. Se hicieron dos lecturas la primera al minuto 0 y la
otra al minuto 5 como se indica en el instructivo del kit.

Con los valores obtenidos se realizd una curva para conocer la concentracion de
creatinina en las muestras. Posteriormente se determiné la cantidad necesaria de cada
muestra para realizar la electroforesis y detectar la presencia de albuminuria, normalizando
las variaciones en el volumen urinario al cargar en los geles la cantidad de orina
correspondiente a 75 mg de creatinina, una cantidad previamente establecida en el
laboratorio para obtener una imagen de calidad para detectar la presencia de albumina.

Para la determinacion de albuminuria en la muestra de orina se realizé la técnica de
electroforesis en geles SDS-PAGE vy detecciéon de las proteinas con una tincion de

Coomassie. Para ello, se prepar6 un gel de poliacrilamida al 8.5%, las muestras se



40

prepararon tomando la cantidad requerida de cada una mas buffer de carga y calentandolas
a 95° C durante 5 minutos.

Posteriormente se prepard la cdmara de electroforesis y se cargd el marcador de
peso molecular y todas las muestras en el gel de poliacrilamida (una en cada pozo). Se dejo
correr a 80V por 15 min - 120V por 01:20 horas.

Posteriormente se sumergi6 el gel en una solucion de azul de coomassie y se dejo
a 60 r.p.m. durante 2 horas.

Después se procedio a desteiiir el gel, para ello se realizaron tres lavados, con una
solucion de destefiido (que contiene metanol y 4acido acético), de 30 minutos a 60 r.p.m. y
se hizo un ultimo lavado el cual se dejoé durante toda la noche.

Por ultimo, se observo el gel en un fotodocumentador (Chemidoc-BioRad) para
obtener las imagenes adecuadas y poder comprobar la presencia de proteinas en las
muestras.

6.1.4. Obtencion de orina, plasma y organos a los 5 dias de evolucion de la ERC

Transcurridos 5 dias después de la cirugia se obtuvo nuevamente muestras de orina
de ambos grupos de ratones. Para ello se sujetd rapida y cuidadosamente al ratén y se
estimuld para que produjera orina, esta fue recolectada y almacenada a -20°C para su
posterior analisis.

Para la obtencion de suero se procedié a anestesiar a los ratones y una vez que
estuvieron completamente bajo el efecto anestésico se obtuvo una muestra de sangre de 1
mL aproximadamente, por puncion cardiaca, la cual fue colocada en un tubo con heparina
para evitar la coagulacion. Seguido se sacrifico al animal mediante dislocacion y se obtuvo

el corazon y ambos rifiones.
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Los rifiones se diseccionaron en dos partes iguales teniendo en total 4 fragmentos,
3 de ellos se colocaron en un tubo adecuado y se almacenaron a -80° C para estudios
moleculares y el Gltimo se almacen6 en un tubo con solucion de paraformaldehido para
fijar el tejido y utilizarlo en los estudios histologicos y se almacen6 a 4° C.

El corazon se disecciono en 3 partes y unicamente se almaceno la parte media para
estudios histoldgicos y el dpex a -80° C para los estudios moleculares. Se obtuvieron estas
porciones debido a que nos interesa analizar el ventriculo izquierdo ya que es la principal
cavidad afectada en nuestras condiciones experimentales.

La muestra de sangre obtenida previamente fue centrifugada para obtener asi el
plasma el cual fue almacenado a -80° C.

Finalmente, el material quirrgico, tejidos y cadaveres fueron desechados de
acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos,
clasificacion y especificaciones de manejo.

6.1.5. Funcion renal: Determinacion de creatinina en muestras de plasma y orina de
5 dias de evolucion

Para la cuantificacion de creatinina en orina y suero se utilizo el kit de
QuantiChromTM Creatinine Assay Kit. Se usé un blanco, el estdndar de creatinina y las
muestras de orina y de suero correspondientes a los nueve ratones. Se realizo el mismo
procedimiento descrito en la seccidbn Funcidon renal: Determinacion de creatinina y
albuminuria en orina de 24 horas.

6.1.6. Determinacion de albuminuria en orina de 5 dias
Para la determinacion de este pardmetro se realizé el mismo procedimiento que se

uso en las muestras de 24 horas descrito en la seccidn 6.1.3.
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Con los valores obtenidos de la densitometria se hizo el analisis estadistico y se
hizo una comparacion con los valores obtenidos de las muestras de orina de 24 horas para
observar los cambios provocados por los dafios de la ERC en fase temprana.

6.1.7. Extraccion de proteinas del riiion

Se tom6 un fragmento de rindn de los 9 ratones y cada uno fue transferido a un tubo
correctamente etiquetado. Los tubos fueron colocados en nitrogeno liquido durante su
manipulacion para evitar la degradacion del tejido y la activacion de ciertas enzimas que
pudieran interferir con el analisis.

A cada tubo se anadié 400 uL de buffer de homogeneizado (50 mM HEPES, 250
mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.1 % Nonidet P-40 y un céctel de inhibidores de proteasas y
fosfatasa) y se homogeneizé completamente.

Una vez preparadas las muestras se procedio a centrifugar durante 15 minutos. Al
finalizar, se obtuvo el sobrenadante y se dividio en tres tubos teniendo asi tres alicuotas de
cada muestra. Estas fueron almacenadas a -80° C.

Cuantificacion de proteinas por ensayo colorimétrico con BCA

Se prepard una curva con las siguientes concentraciones de estdndar (albimina):
blanco, 200, 400, 600, 800 y 1000. Posteriormente se prepar6 el reactivo de trabajo como
se indica en el instructivo del kit.

En una placa de 96 pozos se colocaron, por duplicado (primera y segunda columna)

15 pL de blanco y seguido 15 pL de cada concentracion del estandar para la curva. En las
columnas siguientes se colocaron 15 pL de muestra y a cada una se les agregé 200 pL del

reactivo de trabajo, como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Placa de 96 pozos con la curva por duplicado y las muestras.

Una vez lista la placa con todas las muestras, se coloco un parafilm sobre toda la
placa, cubriendo perfectamente los pozos, y se calentd en bafio Maria a 37°C durante 30
minutos. Por tltimo, se ley6 la placa en un equipo lector de placas a 562 nm y se obtuvieron
los valores de las curvas y de las muestras. Estos valores fueron utilizados para realizar una
regresion lineal y asi obtener la concentracion de proteinas en cada muestra mediante una
interpolacion en la curva de absorbancias.
6.1.8. Deteccion de los niveles de colagena y fibronectina con técnica de Western blot

Asi mismo se realizo la técnica de Western blot, y realizando la densitometria y los

calculos pertinentes para conocer los niveles de proteinas especificas (fibronectina y
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coldgena) normalizados respecto a proteinas control en las muestras de tejido renal y
cardiaco, como marcadores de dafo estructural por fibrosis.

Con los valores obtenidos de la lectura de proteinas se tomo la cantidad de muestra
necesaria para cargar en los geles 60 pg para la deteccion de fibronectina y 40 pg para la
deteccion de coldgena. Las muestras de fibronectina fueron preparadas en condiciones
desnaturalizantes (con calentamiento mas B-mercaptoetanol como agente reductor) y las
muestras de colagena en condiciones no desnaturalizantes (con calentamiento, pero sin el
agente reductor).

Se prepararon dos geles de poliacrilamida al 8.5% y se cargaron las muestras a las
cantidades requeridas para fibronectina y para colagena. Se dejo correr a 80V por 15 min
- 120V por 1:20 horas.

Al termino se obtuvieron los geles y se transfirieron a membranas de polifluoruro
de vinilideno (PVDF) y al término de la transferencia, se bloquearon las membranas en una
solucion de bloqueo (proteina de leche) al 5% durante una hora. Para el caso de
fibronectina, las membranas se cortaron por encima del marcador de peso molecular de 50
Kda. En la parte inferior, se agregd el anticuerpo contra B-Actina y el anticuerpo de
fibronectina en la parte superior de la membrana. En el caso de Colagena al ser en
condiciones no desnaturalizantes, se procedid a tefiir la membrana con rojo de Ponceau
para detectar las proteinas totales. Posteriormente la membrana se incub6 con el anticuerpo
contra Colagena I.

Se dejo incubar las membranas durante una noche. Al dia siguiente, se hicieron 6

lavados de 10 minutos cada uno a la membrana con anticuerpo de actina y se leyeron en el



45

equipo Chemidoc-BioRad. Se obtuvieron las iméagenes y se realiz6 la densitometria y el
analisis estadistico.

Para el caso de las membranas con anticuerpo de fibronectina y de coladgena se
requiri6 afiadir un anticuerpo secundario. Para ello, se hicieron 3 lavados de 10 minutos
cada uno y se agreg6 anticuerpo secundario a cada membrana, se dejoé incubar por 2 horas
y al finalizar se hicieron 6 lavados de 10 minutos cada uno y se leyeron en el equipo
Chemidoc-BioRad para obtener las imdgenes y realizar densitometria. La densitometria se
realizd con un programa especializado, vinculado al equipo revelador, Image Lab, y con
los valores obtenidos se hizo el analisis estadistico.

6.1.9. Cuantificacion de moléculas de adhesion, citocinas, quimiocinas y marcadores
de fibrosis por RT-qPCR
Obtencion de RNA

Para la realizacion de la RT-qPCR primero se procedio a obtener el RNA total libre
de DNA mediante el Quick-RNA™ Miniprep Kit por lo que se siguié el procedimiento
que se indica en el instructivo.

El aislamiento de RNA consistio en tres pasos: 1) lisis/homogeneizacion de la
muestra, 2) limpieza de muestra y eliminacion de DNA gendmico, y 3) Purificacion de
RNA.

Se inicio6 con el proceso de homogeneizacion, para ello se tomaron las muestras del
apex del corazon y se colocaron en nitrogeno liquido para evitar la descongelacion del
tejido.

Se preparo el buffer de lisis de RNA y se agreg6 300 uL de este a cada muestra,

homogeneizando hasta tener la menor cantidad de particulas de tejido en la mezcla.
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Una vez homogeneizadas las muestras se centrifugaron durante 1 minuto y se
obtuvo el sobrenadante el cual fue transferido a un filtro Spin-Away'™ (amarillo) sobre un
tubo de recoleccion y se centrifugd nuevamente durante 1 minuto esto con el fin de limpiar
las muestras y remover el DNA.

Se conservo el flow-trough para proceder con la purificacion del RNA. Para ello se
agregaron 300 pL de etanol grado biologia molecular y se mezcld bien. La mezcla fue
transferida a una columna IIICG Zymo-Spin (verde) sobre un tubo de recoleccion y se
centrifugd durante 30 segundos. En este caso se desecho el flow-trough y se conservo el
filtro.

Se realiz6 un tratamiento para asegurar la eliminacion de DNA. Para esto se
agregaron 400 pL de buffer de lavado de RNA a cada muestra, se centrifugaron durante 30
segundos y se desech¢ el flow-trough.

Se prepar6 una mezcla de reaccion de DNA en un tubo libre de RNAsa. Para ello
se mezclo una cantidad suficiente de DNAsa 17 con DNA buffer digestion.

A cada muestra se agregd 80 pL de la mezcla y se dejo reaccionar por 15 minutos
a temperatura ambiente. Al término se centrifugaron durante 30 segundos.

Se agregaron 400 pL de buffer prep de RNA a las columnas y se centrifugaron
nuevamente durante 30 segundos. Se desechd el flow-trough y se conservaron las
columnas.

Se agregaron 700 pL de buffer de lavado de RNA a las columnas y se centrifugaron

durante 30 segundos. Se desech¢ el flow-trough.
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Se agregaron 400 pL de buffer de lavado de RNA a las columnas y se centrifugaron
por 2 minutos para asegurar la eliminacion del buffer.

Las columnas se transfirieron a tubos libres de RNAsa, se agregd 120 mL de agua
libre de DNAsa/RNAsa y se centrifugaron durante 30 segundos.

Se tomaron 55 pL del tubo y se transfirieron a otros tubos libres de RNAsa
correctamente etiquetado para su secuenciacion. Con esto, en los tubos originales quedaron
65 uL.

Por ultimo, se calentaron todos los tubos a 60-70° C durante 5 minutos y finalmente
se almacenaron a -80° C.

Retrotranscripcion

Se tomaron los tubos con 65 pL de muestras de RNA purificadas. EL RNA se
cuantificé en un NanoDrop para obtener la concentracion de RNA en cada muestra. Por
cada muestra se tomaron 1000 ng de RNA y se llevaron a un volumen de 14 pL utilizando
agua grado biologia molecular.

Se preparé una mezcla con Buffer de enzima Fast script (contiene los random
primers, hexameros, dNTPs y sales) y la enzima RTasa, y a cada muestra de RNA se le
agregaron 5 pL de esta.

Una vez preparadas las muestras se colocaron en un termociclador y se calentaron
a 42° C durante 40 minutos y 85° C durante 10 minutos.

Al término del calentamiento de las muestras se procedié con una dilucién 1:10.

Para ello, en un nuevo tubo, se colocaron 90 pL. de agua grado biologia molecular y se

adiciono 10 pL de la muestra homogeneizando muy bien.
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Finalmente se almacenaron las muestras a -20° C para poder usarlas en la técnica
de PCR posteriormente.
PCR en tiempo real

Los niveles de RNAm de diversas citocinas, moléculas de adhesion y factores pro-
fibréticos se analizaron por PCR en tiempo real mediante la deteccion de fluorescencia de
SYBR green en un termociclador CTFX96 (Bio-Rad). Los pares de primers que se
utilizaron, se enlistan en la Tabla 3. Todos los valores fueron normalizados a la media
geométrica de 18S y GAPDH como controles endogenos. La cuantificacion relativa de toda

la expresion génica se realizé con el método comparativo 2"°PCT,

Tabla 4. Pares de Primers. Primers utilizados en la RT-qPCR de la fase temprana.

Oligo Forward 5° Reverse 3°
CxCL-1 ATCCAGAGCTTGAAGGTGTTG GTCTGTCTTCTTTCTCCGTTACTT
CxCL-2 CGCCCAGACAGAAGTCATAG TCCTCCTTTCCAGGTCAGTTA

IL-6 CTCTGGGAAATCGTGGAATG AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

P-Selectina GTCCACGGAGAGTTTGGTGT AAGTGGTGTTCGGACCAAAG

E-Selectina AGCTACCCATGGAACACGAC ACGCAAGTTCTCCAGCTGTT
MCP-1 ATCCCAATGAGTAGGCTGGAGAGC CAGAAGTCCTTGAGGTGGTTGTG
TNF-a GGGACAGTGACCTGGACTGT AGTGAATTCGGAAAGCCCATT

IL-10 AGTGAACTGCGCTGTCAATG TTCAGGGTCAAAGGCAAACTT
ICAM1 CAATTTCTCATGCCGCACAG AGCTGGAAGATCGAAAGTCCG
VCAM TGAACCCAAACAGAGGCAGAGT GGTATCCCATCACTTGAGCAGG
GAPDH TGAGGCCGGTGCTGAGTATGTCG CCACAGTCTTCTGGGTGGCAGTG

18S CGCCGCTAGAGGTGAAATTC TCTAACTTTAACTGGAAAGAATGTC
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Para ello, se colocaron 3 pL. de cDNA en la placa, posteriormente se prepar6 una
mezcla con agua grado biologia molecular mas el primer correspondiente, previamente
preparado en relacion 1:1 (forward y reverse), mas Master Mix y se homogeneizé muy
bien.

A cada muestra se colocaron 12 pL. de esta mezcla, se homogeneizé muy bien y
finalmente se sell¢ la placa.

Una vez selladas las placas, se leyeron en un termociclador y los datos obtenidos
se analizaron en un programa especial (CFX Maestro, Bio-Rad) y se realiz6 el andlisis

estadistico correspondiente.



6.2. Fase cronica de la ERC

Fase
cronica

.
Ratones macho Grupo Grupo IR + Grupo IR +
SCSI72BL/6- 4 Sham Ig Anti-T CD4+

-12 semanas de N=5 N=6 N=7
edad. —_—
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simulada B I I ' ' | : ' ;
i | 1squemia 1squemia

Sin
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de anticuerpos

 tsscmm [ Oencion | [ Obtencion | [ Obncon ||
de orina y de orina y de orina y
tejidos tejidos tejidos

Administracion
de Anti-T CD4*

Administracion
de IgG

-Cuantificacion de creatinina, urea y
peso cardiaco.
-Cuantificacion de marcadores de
fibrosis por RT-qPCR.

Esquema 2. Protocolo general de la fase cronica de la ERC.

6.2.1. ERC inducida por isquemia / reperfusion bilateral
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En esta fase se utilizaron dieciocho ratones de los cuales se formaron tres grupos:

Sham (control), isquemia / reperfusion + IgG (IR + IgG) e isquemia / reperfusion + anti-T

CD4" (IR + Anti-T CD4") teniendo cinco, seis y siete ratones en cada grupo,

respectivamente.

El procedimiento quirargico realizado tanto al grupo de los ratones control como a

los dos grupos de ratones con IR, fue el mismo que se siguid en los ratones de la fase

temprana de la ERC (seccion 6.1.1).
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6.2.2. Deplecion de linfocitos T CD4*

A los ratones del grupo IR + Anti-T CD4" se les administré una dosis de 200 pL
del anticuerpo Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse CD4 a los tres dias después de la cirugia.

Al mismo tiempo, a los ratones del grupo IR + IgG se les administré una dosis de
200 pL de anticuerpo IgG como control de isotipo.

6.2.3. Obtencion de orina, plasma y organos a las 8 semanas de evolucion de la ERC

Se sigui6 el mismo procedimiento quirdrgico de la fase temprana de la ERC para
la obtencion de orina, plasma y drganos en los tres grupos de ratones (control, IR + IgG e
IR + Anti-T CD4") de la fase cronica y siguiendo la normatividad vigente para el desecho
de material quirargico, tejidos y cadaveres (seccion 6.1.4).

En las muestras obtenidas del protocolo cronico, se determinaron los niveles de
creatinina en plasma y orina (seccion 6.1.3), la excrecion urinaria de proteinas (seccion
6.1.3). Asi mismo se extrajo RNA de corazon y rifidn para la cuantificacion de los niveles
de marcadores de fibrosis como se describe en las secciones 6.1.9. Se realiz6 extraccion de
proteina de corazon y rifién para determinar los niveles de coldgena I y fibronectina I como
se describe en las secciones 6.1.7 y 6.1.8
6.2.4. Cuantificacion de moléculas de adhesion, citocinas, quimiocinas y marcadores
de fibrosis por RT-qPCR

Para la realizacion de la RT-qPCR en la fase cronica, se siguié el mismo
procedimiento que se indica en el punto 6.1.9 para la obtencion de RNA, retrotranscripcion
y la lectura de la PCR en tiempo real.

Los pares de primers que se utilizaron, se enlistan en la. Todos los valores fueron

normalizados a la media geométrica de 18S y GAPDH como controles endogenos. La
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cuantificacion relativa de toda la expresion génica se realizé con el método comparativo 2°

DDCT

Tabla 5. Pares de Primers. Primers utilizados en la RT-qPCR de la fase cronica.

Oligo Forward 5° Reverse 3~
Colagena-1 AAACCCGAGGTATGCTTGATCTGTA | GTCCCTCGACTCCTACATCTTCTGA
Fibronectina CCT ACG GCC ACT GTG TCA CC AGT CTG GGT CAC GGC TGT CT
TGF-p CAACAATTCCTGGCGTTACCTTGG GAAAGCCCTGTATTCCGTCTCCTT
PDGF-A GTCCAGGTGAGGTTAGAGG CACGGAGGAGAACAAAGAC
CTGF CTCCACCCGAGTTACCAATGACAA | CCAGAAAGCTCAAACTTGACAGGC
PAI-1 ACGTTGTGGAACTGCCCTAC GCCAGGGTTGCACTAAACAT
MMP-9 CAGGAGTCTGGATAAGTTGG CTGGAAGATGTCGTGTGAGT
a-SMA GTACCACCATGTACCCAGGC GCTGGAAGGTAGACAGCGAA
GAPDH TGAGGCCGGTGCTGAGTATGTCG CCACAGTCTTCTGGGTGGCAGTG
18S CGC CGC TAG AGG TGA AAT TC TCT TGG CAA ATG CTT TCG C

6.3.  Estudios histopatologicos

Los rifiones que se colocaron en formaldehido fueron posteriormente deshidratados
y se embebieron en parafina. Después, se prepararon secciones de 4um y se tifieron con
hematoxilina y eosina. Las fotomicrografias se tomaron en un microscopio AxioScan.Z1
(Zeiss) equipado con una cdmara AxioCam MRc5 (Zeiss, amplificacion original: 200X).
Las imagenes se procesaron utilizando un software ZEN2.3 (blue edition, 2001, Carl Zeiss

Microscopy).
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6.4.  Analisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media + el error estdindar de la media. El
andlisis de datos y la representacion grafica se realizaron con el programa IBM SPSS
Statistics (Version 25).

Fase aguda

Para los resultados obtenidos en la fase aguda, se realizaron pruebas z-student de
muestras independientes para la comparacién de dos grupos (grupo sham y el grupo IR).
Primeramente, los datos fueron sometidos a una prueba de normalidad, de acuerdo con los
criterios de Saphiro-Wilk, por lo que se consideré una p > 0.05 para demostrar que los
datos provenian de una distribucion normal. Posteriormente, se utiliz6 la prueba de Levene
para analizar la igualdad de varianzas, considerando una p < 0.05 para asumir que existia
una diferencia significativa entre las varianzas y con ello poder continuar con la prueba
estadistica. Finalmente, se consider6 p < 0.05 para rechazar la hipotesis nula y con ellos
demostrar que existia una diferencia significativa entre las medias de los datos de ambos
grupos de ratones.

Fase cronica

En el caso de los resultados de la fase cronica, se utilizaron analisis de ANOVA de
una via con prueba post hoc de Bonferroni para la comparacion de mas de dos grupos
(grupos sham, IR + IgG e IR + anti-T CD4"). Los valores que se consideraron

estadisticamente significativos tuvieron una p < 0.05.
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7. Resultados
7.1.  Caracterizacion de la lesion renal en la fase aguda.

Para saber si el dafio renal inducido por IR fue efectivo, se determinaron los niveles
de excrecion urinaria de proteinas a las 24 horas posteriores a la reperfusion. Para ello, se
obtuvo una imagen, en el fotodocumentador, del gel donde se corrieron las muestras de
orina y se tifieron con azul de coomassie, la cual se muestra en la Figura 7A. En ella se
observa a ambos grupos de ratones, sham e IR y se puede apreciar que la presencia de
albuminuria en los ratones del grupo IR es mucho mas predominante en comparacion con
los ratones del grupo sham, para ello se ha tomado como referencia la banda indicada por
la flecha, la cual por el peso molecular corresponde a la albtimina (66.5 kDa). Esto quiere
decir que a las 24 horas de haber realizado la cirugia se ha presentado un dafio considerable
en el rifion, mas especificamente en las nefronas, en aquellos ratones sometidos a isquemia
/ reperfusion, ya que esto conlleva a un dafio estructural en los tubulos provocando asi la

excrecion de proteinas a través de la orina.



55

A) Sham IR

e o e - - e

:

- —
66.5 kDa ==
— . -
-

B)

ep  25,000.

o 5,000.0 [ - |

—

=1 1]

£ 20,000.0

Rl

= =

2 15.000.0

- - )

=

£ 3

= 9 10,000.0

=

=

T 5,000.0

o

=~

0.0 ' '

Sham

Grupos

Barras de error: +- 1 5E

Figura 7. A) Imagen del gel tefiido con azul de Coomassie con las muestras de 24 horas, obtenida
del fotodocumentador BIO RAD. Se utiliz6 el colorante de azul de coomassie para tefiir las proteinas
después de haber realizado el SDS-PAGE y asi comprobar y comparar la presencia de proteinuria
en ambos grupos de ratones (sham e IR), la banda que indica la flecha fue el frente de referencia
para dicha comparacion. B) Proteinuria en orina de los ratones del grupo sham e IR a las 24 h de
la cirugia. Grafico obtenido a partir del analisis estadistico con prueba f-student de muestras

independientes y con **p < 0.05, comparados con el grupo sham.
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Al realizar el analisis estadistico usando los valores obtenidos de la densitometria
en la captura del fotodocumentador se obtuvo la Figura 7B, en ella se puede observar que
existe una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.02) entre la media de albuminuria
del grupo sham y la media de albuminuria del grupo IR siendo esta ultima mas alta en
comparacion con la media del grupo sham.

Posteriormente se determind el comportamiento de la proteinuria al quinto dia de
seguimiento. Se sigui6 el mismo procedimiento que en el gel con las muestras de 24 horas
para la obtencion de la imagen en el fotodocumentador. En la Figura 8A4 se puede observar
que la proteinuria presente en las muestras de 5 dias en el grupo de los ratones IR no esta
tan marcada en comparacion con las muestras de 24 horas lo que quiere decir que a pesar
del dafio que hay en el rifién, los ratones se han podido recuperar parcialmente, lo que da

como resultado una menor cantidad de proteinas excretadas en la orina.
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Figura 8. A) Imagen del gel teriido con azul de Coomassie con las muestras de 5 dias, obtenida del
fotodocumentador BIO RAD. Se utiliz6 el colorante de azul de coomassie para teflir las proteinas
después de haber realizado el SDS-PAGE y asi comprobar y comparar la presencia de proteinuria
en ambos grupos de ratones (sham e IR) asi como comparar los resultados con las muestras de 24
horas, la banda que indica la flecha fue el frente de referencia para dicha comparacion. B)

Proteinuria en orina de los ratones del grupo sham e IR a los 5 dias de la cirugia. Gréafico obtenido
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a partir del andlisis estadistico con prueba z-student de muestras independientes y con **p < 0.05,

comparados con el grupo sham.

A pesar de la disminucion en la intensidad de las bandas que se aprecian
visualmente, al realizar el andlisis estadistico se demostrd que si existe una diferencia
estadisticamente significativa (p = 0.015) entre la media de albuminuria del grupo Sham y
la media de albuminuria del grupo IR (Figura 8B), por lo que se reafirma que sigue
habiendo un dafio renal.

Para determinar si a los 5 dias posteriores a la IR ya comienza el remodelamiento
fibrotico a nivel renal que conduce al desarrollo de ERC, se detectaron los niveles de
colagena en riion como marcador de dafio estructural y fibrosis. En la imagen
representativa del WB de colagena I se pueden observar varias bandas, sin embargo, se
identificaron las dos filas correspondientes a esta proteina de acuerdo con su peso
molecular, asi como se muestra en la Figura 94. Como se puede observar en la imagen, la
proteina se encuentra mas expresada en el grupo de ratones IR en comparacion con el grupo
sham lo que quiere decir que existe fibrosis y un dafio estructural. Para realizar la
densitometria se tomaron los valores de ambas filas de bandas y, al ser muestras que se
prepararon en condiciones no desnaturalizantes, se tifié la membrana con rojo de ponceau

para normalizar y obtener las proteinas totales, Figura 9B.
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Figura 9. A) Inmunotransferencia de colagena como marcador de dario estructural y fibrosis en
rifion y corazon. Se identificaron ambas bandas de colagena las cuales se encuentran entre 70 y 120
kDa. En el analisis de densitometria se considero el valor de ambas. B) Imagen de la membrana de
PVDF con muestras para detectar colagena teiiida con rojo de Ponceau, obtenida del
fotodocumentador BIO RAD. La membrana se tifio con rojo de Ponceau para detectar proteinas
totales. C) Representacion grdfica de la expresion de colagena en rifion de los ratones del grupo
sham y del grupo IR. Grafico obtenido a partir del analisis estadistico con prueba #-student de

muestras independientes y con **p < 0.05, comparados con el grupo sham.
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En el andlisis estadistico, se tomaron los valores ya normalizados de coldgena, y se
puede observar que existe una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.002) en la
concentracion de colagena entre el grupo sham y el grupo IR lo que quiere decir que la
colagena se expresa en mayor medida en los ratones con dafo renal en comparacion con
los ratones sanos Figura 9C.

7.2.  Lesion tubular en el rifidon como consecuencia de la isquemia / reperfusion
durante la fase temprana

Para determinar la lesion tubular en el rifidn se realizé una histologia a porciones
del rifién tifiéndolas con hematoxilina y eosina. En las imagenes obtenidas de los ratones
del grupo sham (Figura 104 y 10B) se puede observar la estructura de los tubulos y
glomérulos renales de forma normal, es decir, sin alteraciones o anomalias en su estructura,
por el contrario, en las imagenes del grupo IR a los 5 dias de evolucion (Figura 10C y 10D)
se puede apreciar que hay una dilatacién tubular ya que los tibulos se encuentran
expandidos asi como la presencia de cilindros tubulares (Figura 10C) y el desprendimiento
de células epiteliales hacia el lumen tubular (Figura 10D), esto como consecuencia de la
lesion inducida por la IR. Con ello también se demuestra que el dafio renal inducido por IR

fue efectivo.



61

Figura 10. Histologia de tinciones en los rifiones de los ratones de los grupos sham e IR de la fase

temprana (5 dias de evolucion). En las dos imagenes de la izquierda (4 y B), que corresponden al
grupo sham, se observan las estructuras tubulares y de los glomérulos de manera normal (sefialados
con flechas naranjas en la figura 4 y con flechas rojas en la figura B), por el contrario, en las dos
imagenes del grupo IR a los 5 dias, se observa inflamacion tubular, es decir, dilataciéon de los
tabulos, ademas, se observa la presencia de cilindros tubulares (C, sefialados con flechas negras) y

desprendimiento de células epiteliales (D, sefialados con asteriscos) en el lumen tubular.

7.3.  Factores proinflamatorios que se sobre expresan en la fase temprana de la
progresion de la ERC en el corazon

Para determinar los mediadores inflamatorios que podrian ser responsables de la
infiltracion de células inflamatorias hacia el corazon en las fases tempranas de la ERC, se

decidié determinar los niveles de RNA mensajero de CxCL-1 y CxCL-2 (quimiocinas);
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ICAM-1y VCAM-1 (moléculas de adhesion) e IL-6, MCP-1, TNFa e IL-10 (citocinas) en
los corazones de los ratones con ERC temprana (5 dias). Respecto a las quimiocinas, se
observo que tanto para CxCL-1 como para CxCL-2 la expresion del gen es mas alta en los
corazones de los ratones del grupo IR en comparacion con los del grupo sham y
estadisticamente se observa que existe una diferencia significativa entre la media de la

expresion relativa RNAm del grupo control (sham) y la media del grupo IR, Figura 11.
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Figura 11. A) Representacion grafica de la expresion del gen CxCL-1 en el grupo sham y el grupo
IR. Grafico obtenido a partir del anélisis estadistico con prueba z-student de muestras independientes
y con **p < 0.05. Los valores obtenidos muestran que existe una diferencia significativa entre la
media de la expresion del gen CxCL-1 del grupo sham y la media del grupo IR (p = 0.029). B)
Representacion grdfica de la expresion del gen CxCL-2 en el grupo sham y el grupo IR. Grafico

obtenido a partir del analisis estadistico con prueba #-student de muestras independientes y con **p
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< 0.05. Los valores obtenidos muestran que existe una diferencia significativa entre la media de la

expresion del gen CxCL-2 del grupo sham y la media del grupo IR (p = 0.02).

Respecto a las moléculas de adhesion, ICAM-1 y VCAM-1, se observo el mismo
patron de los dos genes anteriores (CxCL-1 y CxCL-2) en la expresion relativa de RNAm
en el grupo IR, siendo esta mas alta que en los ratones del grupo sham y, estadisticamente,
se observa que existe una diferencia significativa entre la media de la expresion del grupo

sham y la media del grupo IR, Figura 12.
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Figura 12. A) Representacion grdfica de la expresion del gen ICAM-1 en el grupo sham y el grupo

IR. Grafico obtenido a partir del analisis estadistico con prueba z-student de muestras independientes

y con **p < 0.05. Los valores obtenidos muestran que existe una diferencia significativa entre la

media de la expresion del gen ICAM-1 del grupo sham y la media del grupo IR (p = 0.007). B)

Representacion grafica de la expresion del gen VCAM-1 en el grupo sham y el grupo IR. Grafico

obtenido a partir del analisis estadistico con prueba ¢-student de muestras independientes y con **p
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< 0.05. Los valores obtenidos muestran que existe una diferencia significativa entre la media de la

expresion del gen VCAM-1 del grupo sham y la media del grupo IR (p = 0.041).

Respecto a las moléculas proinflamatorias, IL-6, MCP-1, TNFa e IL-10, (Figura
13) se observo que la expresion de todas ellas aumenta en los ratones del grupo IR respecto
al grupo control y estadisticamente, TNF-a tiene una diferencia significativa entre la media
del grupo sham y la media del grupo IR, por el contrario IL-6, MCP-1 e IL-10 no son
estadisticamente significativos, sin embargo, se observa que la presencia de estas
moléculas a nivel cardiaco muestra una tendencia a incrementar cuando existe un dafio

renal.
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Figura 13. A) Representacion grdfica de la expresion del gen IL-6 en el grupo sham y el grupo IR.
Los valores obtenidos muestran que no existe una diferencia significativa entre la media de la
expresion del gen IL-6 del grupo sham y la media del grupo IR (p = 0.093). B) Representacion
grdfica de la expresion del gen MCP-1 en el grupo sham y el grupo IR. Los valores obtenidos
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muestran que no existe una diferencia significativa entre la media de la expresion del gen MCP-1
del grupo sham y la media del grupo IR (p = 0.062). C) Representacion grafica de la expresion del
gen TNF-o en el grupo sham y el grupo IR. Los valores obtenidos muestran que existe una diferencia
significativa entre la media de la expresion del gen TNF-a del grupo sham y la media del grupo IR
(p = 0.008). D) Representacion grafica de la expresion del gen IL-10 en el grupo sham y el grupo
IR. Los valores obtenidos muestran que no existe una diferencia significativa entre la media de la
expresion del gen IL-10 del grupo sham y la media del grupo IR (p = 0.129). Todos los graficos
fueron obtenidos a partir del andlisis estadistico con prueba de ¢-student de muestras independientes.

Se considerd **p < 0.05 para valores significativos.

7.4. Caracterizacion de la lesion renal en la fase cronica

Para confirmar la persistencia de la lesion renal en los grupos de ratones con IR,
después de 8 semanas de progresion de la ERC, se determinaron los niveles de creatinina
y urea. Se realizaron analisis estadisticos de ANOVA, de una via, para determinar las
diferencias en las medias de los niveles de creatinina y urea en los tres grupos de ratones y
finalmente se obtuvieron los graficos que se muestran en la Figura 14. Como se puede
observar en la Figura 14A, los niveles de creatinina en el grupo de los ratones con
deplecion de linfocitos T CD4" (IR + anti-T CD4") son ligeramente mayores respecto a los
niveles del grupo control (sham) y del grupo sin deplecion de linfocitos T CD4" (IR + IgG)
sin embargo, la diferencia entre estas medias no fue estadisticamente significativa (p =
0.190). Por su parte, en la Figura 14B, se puede observar que existe una diferencia
significativa (p = 0.001) entre los niveles de urea de los tres grupos de ratones, siendo los
del grupo IR + IgG mayores respecto al grupo sham (p = 0.018) y al grupo IR + anti-T

CD4* (p = 0.001).
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Figura 14. A) Representacion grdfica de la media de los niveles de creatinina en plasma en los tres
grupos de ratones de la fase cronica. Los niveles de creatinina en el grupo de los depletados (IR +
anti-T CD4") son mayores en comparacion con el grupo control (sham) y el grupo sin deplecion de
linfocitos T CD4" (IR + IgG) sin embargo esta diferencia no es significativa (p = 0.190). B)
Representacion grdfica de la media de los niveles de urea en plasma en los tres grupos de ratones
de la fase cronica. Los niveles de urea del grupo IR + IgG son mayores respecto al grupo control y

al grupo de los depletados siendo esta diferencia significativa (p = 0.001). Los graficos fueron
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obtenidos a partir del andlisis estadistico ANOVA de una via. Se considerd **p < 0.05 para valores

significativos.

7.5. Caracterizacion de la lesion cardiaca en la fase cronica

Para demostrar que hubo un dafio estructural en el corazén como consecuencia de
la ERC, se obtuvieron los pesos de los corazones de los ratones después de 8 semanas de
progresion de ERC. Al hacer el andlisis estadistico correspondiente se obtuvo el grafico
que se muestra en la Figura 15y con ello, se observo que existe una diferencia significativa
(p =0.015) entre las medias de los pesos de los corazones sobre los pesos corporales de los
ratones, en los tres grupos, siendo los del grupo IR + IgG mayores respecto al grupo control

(p =0.037) y al grupo IR + anti-T CD4" (p = 0.029).
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Figura 15. Media del peso del corazon sobre el peso corporal de los ratones en los tres grupos.
Los resultados indican que la media de los pesos del grupo IR + IgG son mayores con respecto a los
pesos de los ratones del grupo control y del grupo IR + anti-T CD4" siendo esta diferencia
significativa (p = 0.015). El grafico fue obtenido a partir del analisis estadistico ANOVA de una via.

Se considerd **p < 0.05 para valores significativos.
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7.6.  Factores pro-fibroticos que se sobre expresan en la fase cronica de la
progresion de la ERC en el corazon y el rifion y el efecto de la deplecion de linfocitos
T CD4" sobre estos factores

Para determinar las alteraciones renales y cardiacas mediadas por la progresion de
la ERC se determinaron los niveles de expresion de coldgena y fibronectina, asi como de
mediadores de fibrosis en los rifiones y corazones de los ratones.

Respecto a los resultados analizados en rifion (Figura 16), se observo que existe
una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.006) entre los niveles de la
concentracion de colagena-1 en los tres grupos de ratones (Figura 16A4) ya que, los del
grupo IR + IgG son mayores respecto al grupo control (p = 0.010) y al grupo IR + anti-T
CD4" (p = 0.027), del mismo modo, se observo que los niveles de fibronectina tienden a
ser mayores en el grupo IR + IgG respecto al grupo control y al grupo de los depletados,
sin embargo, para este caso la diferencia de medias no es estadisticamente significativa
(Figura 16B). En el mismo panorama, se puede observar que los niveles de coldgena-1y
de fibronectina son similares entre el grupo sham y el grupo IR + anti-T CD4" lo que quiere
decir que hay una disminucidn considerable en la expresion de ambas proteinas cuando se
induce la deplecion de linfocitos T CD4" en la fase temprana de la ERC.

Respecto a los genes fibroticos analizados en el mismo 6rgano, TGF-B, PDGF,
CTGF, PAI-1, MMP9 y a-SMA (Figura 16C-H), se observo que la expresion de todos

ellos es mayor en el grupo IR + IgG en comparacion con el grupo control y el grupo IR +

anti-T CD4" siendo estas diferencias de medias estadisticamente significativas para PDGF
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y PAI-1 mientras que para TGF-B, CTGF, MMP9 y a-SMA no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo control y al grupo IR + anti-T CD4 *, a
pesar de eso, se puede observar que los niveles de estas moléculas se incrementan cuando
hay una lesidn crénica en el rindén y que, a su vez, se pueden ver levemente disminuidas

con la deplecion de linfocitos T CD4".
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Figura 16. A) Representacion grdfica de la expresion de coldgena-1 en los tres grupos de ratones.
Los resultados indican que existe una diferencia entre las medias de la concentracion de colagena-1
en los tres grupos siendo esta estadisticamente significativa (p = 0.006). B) Representacion grdfica
de la expresion de fibronectina en los tres grupos de ratones. Se observa que existe una diferencia
entre las medias de la concentracion de fibronectina en los tres grupos de ratones, sin embargo, esta
no es estadisticamente significativa (p = 0.05). C, D, E, F, Gy H) Representaciones grdficas de la
expresion de los genes TGF-8, PDGF, CTGF, PAI-1, MMP9 y a-SMA en los riiiones de los ratones
de los tres grupos. (C) Se observa una diferencia entre las medias de la expresion del gen TGF-B en
los tres grupos de ratones aunque no es estadisticamente significativa (p = 0.118), (D) se observa

una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de la expresion del gen PDGF en los
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tres grupos de ratones (p = 0.045), (E) existe una diferencia entre las medias de la expresion del gen
CTGEF en los tres grupos de ratones, sin embargo, no es estadisticamente significativa (p = 0.305),
(F) existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de la expresion del gen PAI-
1 en los tres grupos de ratones (p = 0.018), (G) se observa una diferencia entre las medias de la
expresion del gen MMP9 en los tres grupos de ratones aunque no es estadisticamente significativa
(p = 0.067), (F) al igual que el gen anterior, se observa una diferencia entre las medias de la
expresion del gen a-SMA en los tres grupos de ratones, sin embargo, no es estadisticamente
significativa (p = 0.139). Todos los graficos fueron obtenidos a partir del andlisis estadistico

ANOVA de una via. Se considerd **p < 0.05 para valores significativos.

Respecto a los resultados obtenidos en corazon (Figura 17), se observo que los
niveles de colagena son mayores en el grupo de IR + anti-T CD4" en comparacion con el
grupo control y el grupo IR + IgG siendo la diferencia de medias estadisticamente
significativa respecto al grupo control (p = 0.004) lo que quiere decir que la deplecion de
linfocitos T CD4" en etapas temprana de ERC logra disminuir la expresion de colagena-1
en corazon (Figura 17A4). En el caso de fibronectina la diferencia de medias entre los
grupos de ratones no es estadisticamente significativa, sin embargo, se observa el mismo
patron que en el ridn, ya que los niveles de fibronectina entre el grupo control y el grupo
IR + anti-T CD4" son similares, (Figura 17B).

Respecto a los genes analizados en el corazoén, TGF-B, PDGF, CTGF, PAI-I,
MMP9 y a-SMA (Figura 17C-H), se observo que la expresion de TGF-, PDGF y MMP9
es mayor en el grupo IR + IgG en comparacion con el grupo control y el grupo IR + anti-
T CD4" siendo tnicamente las diferencias de medias de PDGF estadisticamente
significativas, mientras que para TGF-f y MMP9 se demostré que no hay diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo control y al grupo IR + anti-T CD4". En

el caso de CTGF y a-SMA la expresion es mayor en los grupos IR + IgG e IR + anti-T
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CD4+ siendo similares entre si y sin diferencias estadisticamente significativas. Por ultimo,
la expresion de PAI-1 es mayor en el grupo IR + anti-T CD4" en comparacion con el grupo
control y el grupo IR + IgG, aunque sin diferencias estadisticamente significativas. A pesar
de que no se repite el mismo patrén para todos los genes en el corazon, es decir, que no
todos se ven disminuidos con la deplecion de linfocitos T CD4", se puede decir que los
niveles de estas moléculas se incrementan como consecuencia de una lesion cronica en el

rinon.
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Figura 17. A) Representacion grdfica de la expresion de coldgena-1 en los tres grupos de ratones.

Los resultados indican que existe una diferencia entre las medias de la concentracion de colagena-1

en los tres grupos siendo esta estadisticamente significativa (p = 0.004). B) Representacion grdfica

de la expresion de fibronectina en los tres grupos de ratones. Se observa que existe una diferencia

entre las medias de la concentracion de fibronectina en los tres grupos de ratones, sin embargo, esta

no es estadisticamente significativa (p = 0.279). C, D, E, F, G'y H) Representaciones grdficas de la
expresion de los genes TGF-8, PDGF, CTGF, PAI-1, MMP9 y a-SMA en los corazones de los

ratones de los tres grupos. (C) Se observa una diferencia entre las medias de la expresion del gen

TGF-B en los tres grupos de ratones aunque no es estadisticamente significativa (p = 0.116), (D) se

observa una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de la expresion del gen PDGF
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en los tres grupos de ratones (p = 0.001), (E) existe una diferencia entre las medias de la expresion
del gen CTGF en los tres grupos de ratones, sin embargo, no es estadisticamente significativa (p =
0.604), (F) existe una diferencia entre las medias de la expresion del gen PAI-1 en los tres grupos
de ratones pero no es estadisticamente significativa (p = 0.226), (G) se observa una diferencia entre
las medias de la expresion del gen MMP9 en los tres grupos de ratones aunque no es
estadisticamente significativa (p = 0.393), (H) al igual que el gen anterior, se observa una diferencia
entre las medias de la expresion del gen a-SMA en los tres grupos de ratones, sin embargo, no es
estadisticamente significativa (p = 0.120). Todos los graficos fueron obtenidos a partir del analisis

estadistico ANOVA de una via. Se considerd **p < 0.05 para valores significativos.
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8. Discusion de resultados
8.1.  Caracterizacion del modelo de ERC inducido por IR renal

Los resultados que se obtuvieron indican que nuestro modelo fue efectivo para
inducir un dafio renal. Como se ha mencionado anteriormente, la proteinuria en orina es
una de las caracteristicas principales que se pueden observar cuando hay un dafo renal y
en este caso, en las imdgenes obtenidas con el fotodocumentador se observa que la
presencia de proteinas en la orina de los ratones del grupo IR, a las 24 horas después de la
cirugia, es muy alta en comparacioén con el grupo sham. Comparando estos resultados con
los que se observan en las muestras de orina a los 5 dias, se aprecia que las bandas del
grupo IR no estan tan marcadas en comparacion con las bandas de las muestras de 24 h, y
como se habia explicado anteriormente, esto se debe a una recuperacion parcial en los
rifiones de los ratones aunque esto no significa que el dafio renal haya desaparecido, ya que
como bien se sabe, este tipo de alteraciones provoca que mas de una region de las nefronas
sean afectadas lo que da comienzo a un dafo renal generalizado inminente ademads, en los
resultados de los analisis estadisticos se observa que, a pesar de tener una disminucion de
la presencia de proteinas en orina, sigue habiendo una diferencia significativa entre las
medias de albuminuria en ambos grupos de ratones por lo que se confirma que existe un
dafo renal.

La deteccion de colagena fue utilizada como un marcador de dafio estructural y
fibrosis renal por lo que su deteccion fue determinante para confirmar la presencia de
dichas alteraciones en los ratones sometidos a IR. Los niveles de coldgena fueron mas altos
en el grupo de ratones IR en comparacioén con los del grupo sham. La coldgena es una

molécula de proteina compuesta de aminodcidos que proporciona soporte estructural al
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espacio extracelular de los tejidos conectivos por lo que se encuentra en distribuida en todo
el organismo (43,44) y en este caso, es probable que el aumento de colagena en el rifion, al
menos en parte, se deba a una mayor sintesis de colageno durante una lesion renal y una
reparacion defectuosa.

Otra evidencia para demostrar que el modelo funciono, es decir, que el dafio renal
inducido por IR resulto efectivo, fue a través de histologias realizadas a porciones del rindén
en donde se identificaron anomalias en las estructuras tubulares ya que presentan
inflamacion, cilindros tubulares y desprendimiento de células epiteliales. Esto es debido a
que la isquemia renal afecta principalmente a la estructura y funciéon de las células
epiteliales tubulares. La dilatacion tubular, que se observa como una expansion del lumen
de los tubulos, es causada por el dafio hipoxico en las células debido al aumento en la
vasoconstriccion vascular y la disminucién de la sintesis de sustancias vasodilatadoras
como en oOxido nitrico, asi como por el aumento de la actividad de citocinas
proinflamatorias, como TNF-a, IL-1f3, IL-6 y las quimiocinas como resultado de la
respuesta inmune frente al proceso inflamatorio inicial (45). Por otra parte, la participacién
de los cilindros intraluminales en la obstruccion tubular es debido a que, por las
alteraciones en la dindmica de los tubulos, aumenta la concentracion de sodio en el liquido
urinario, debido a que se reduce su reabsorcion, favoreciendo la conversion de un polimero
obstructivo similar a un gel lo que provoca una disminucion del flujo del liquido tubular
(45,46). Finalmente, el desprendimiento de las células epiteliales hacia el lumen tubular es
provocado, principalmente, por la lesion hipoxica inicial la cual tiene una produccion
subsiguiente de especies reactivas de oxigeno (ROS), debido a la reoxigenacién, lo que

lleva a apoptosis y necrosis celular y una profunda respuesta inflamatoria. (45)
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8.2.  Factores proinflamatorios sobre expresados en la fase temprana de la
progresion de la ERC en el corazon
8.2.1. Citocinas, moléculas de adhesion y proinflamatorias

Como se puede observar en la Figura 11 los niveles en la expresion del gen CxCL-
1 y del gen CxCL-2 son mayores en los ratones del grupo IR en comparacion con los del
grupo sham. Estos dos genes codifican un miembro de la subfamilia de quimiocinas CXC.
CxCL-1 es una proteina que juega un papel en la inflamaciéon y actia como
quimioatrayente para los neutrofilos y su sobreexpresion esta asociada con el crecimiento
y la progresion de ciertos tumores (47), del mismo modo CxCL-2 codifica proteinas
secretadas involucradas en procesos inmunorreguladores e inflamatorios, ademds se
expresa en sitios de inflamacion y puede suprimir la proliferacion de células progenitoras
hematopoyéticas (48) por ello, los niveles altos que presentan los ratones del grupo IR de
estos genes estan asociados, en parte, a los procesos inflamatorios, resultado del dafio renal.
En el mismo panorama, y siguiendo la cadena de activacion celular del sistema inmune
frente a los procesos de inflamacion por dano estructural (lesion renal) ICAM-1y VCAM-
1 (Figura 12), se encuentran mas expresados en los ratones del grupo IR en comparacion
con los del grupo sham, esto se debe principalmente a que estds proteinas median en la
adhesion de células endoteliales leucocitarias y en la transduccion de sefiales frente a dafios
estructurales una vez que son activadas por las citocinas ya que codifican una glucoproteina
de la superficie celular que normalmente se expresa en las células endoteliales y las células
del sistema inmune (49,50). De igual manera se observo que los niveles de expresion de
las moléculas proinflamatorias IL-6, MCP-1, TNF-a e IL-10, son mayores en los ratones

con dafio renal (grupo IR) (Figura 13), aunque en este caso la diferencia entre las medias
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de la expresion relativa RNAm de IL-6, MCP-1 e IL-10 del grupo sham y las medias del
grupo IR no son estadisticamente significativas, sin embargo su sobreexpresion en los
ratones del grupo IR se justifican ya que la IL-6 es un gen que codifica una citocina que
funciona en la inflamacién y la maduracion de las células B y la proteina codificada se
produce principalmente en sitios de inflamacion aguda y crénica (en este caso, en el rifidon),
donde se secreta en el suero e induce una respuesta inflamatoria transcripcional a través
del receptor de interleucina 6 alfa (51) aunado a esto, el gen MCP-1 codifica una proteina
de respuesta al dafio del ADN siendo la proteina codificada la que desempeia un papel en
la detencion del punto de control G2 / M mediante el mantenimiento de la fosforilacion
inhibitoria de la quinasa dependiente de ciclina 1 (52), por su parte, la IL-10 también tiene
un papel importante en la inmunorregulacion y la inflamacion ya que regula a la baja la
expresion de citocinas Thl, Ags del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase
I y moléculas coestimuladoras en los macréfagos lo que mejora la supervivencia de las
células B, la proliferacion y la produccion de anticuerpos, esto lo hace mediante la
codificacion de una proteina (citocina) que es producida principalmente por monocitos y,
en menor medida, por linfocitos (53). Por ultimo y no menos importante, TNF-a es un gen
que codifica una citocina proinflamatoria multifuncional que pertenece a la superfamilia
del factor de necrosis tumoral (TNF) que funciona a través de sus receptores TNFRSF1A
/ TNFR1 y TNFRSF1B / TNFBR (54). Esta citocina se ve involucrada en un amplio
espectro de procesos bioldgicos que incluyen la proliferacion celular, la diferenciacion, la
apoptosis, el metabolismo de los lipidos y la coagulaciéon y ademas esta implicada en
enfermedades autoinmunes por lo que su rol en la respuesta frente a la lesion renal es muy

importante.
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La importancia de haber observado los niveles de expresion de estos genes en los
ratones con dafio renal en la fase temprana de la ERC es debido a que, por sus mecanismos
de accion frente a la inflamacion causada por una lesion renal, es probable que también se
esté¢ dando una infiltracion no controlada de células del sistema inmune en el corazén como
consecuencia de las complicaciones cardiacas originadas cuando se tiene una lesion renal
(SCR) lo que implica que exista un proceso inflamatorio en el corazon. Este proceso
inflamatorio en el tejido cardiaco provoca la activacion de las citocinas, moléculas de
adhesion y proinflamatorias que, a su vez, permiten la infiltracion de las células del sistema
inmune tales como macréofagos y linfocitos, especialmente linfocitos T CD4" y como se ha
revisado anteriormente, la infiltracion en exceso de este tipo de células puede contribuir a
la remodelacion del tejido cardiaco y fibrosis.

8.3.  Caracterizacion de la lesion renal y cardiaca en la fase cronica

Como se ha mencionado anteriormente, la creatinina se utiliza como un indicador
de funcién renal por lo que los niveles altos de esta en suero, es uno de los marcadores
principales de un dafio renal y en este caso, como se aprecia en la (Figura 14A), la
presencia de este producto de desecho persiste, aunque no en niveles tan altos, en los grupos
de ratones con lesion renal, inducida por IR, a las 8 semanas de progresion de la ERC, en
particular, en el grupo de ratones con IR + anti-T CD4" los niveles de creatinina se
encuentran un poco mas elevados en comparacion con el grupo control y ligeramente por
encima del grupo IR + IgG, aunque se aprecia una pequefia diferencia entre las medias esta
no es estadisticamente significativa.

Respecto a los altos niveles de urea, se sabe que esta se utiliza como otro indicador

que se puede encontrar elevado en aquellos pacientes que cursan con ERC y como se



86

observa en la Figura 14B, estos niveles se encuentran mas elevados en el grupo de IR +
IgG en comparacioén con el grupo control y el grupo de los depletados, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa. Asi mismo, se puede observar que los niveles de
urea del grupo IR + anti-T CD4" son similares e incluso se encuentran ligeramente por
debajo de los niveles del grupo control, por lo que se puede asumir que, la deplecion de los
linfocitos T CD4" interfiere de alguna manera con la disminucion en la acumulacion de la
urea en suero, esto podria explicarse ya que, como se ha mencionado anteriormente, la
infiltracion excesiva de linfocitos T CD4" en las zonas donde se origina una lesion, en este
caso en el rindn, puede ser responsable de un aumento en la inflamacién y en la fibrosis
renal por lo que, en consecuencia, las estructuras de la nefrona se ven afectadas, lo que
resulta en una disfuncion renal y con ello la afeccion de la principal via de excrecion de la
urea ya que como bien se sabe, el 90% de la urea se elimina a través de la orina (55), por
ello, es probable que los ratones del grupo anti-T CD4" no presentan estas complicaciones
debido a un efecto protector inducido por la deplecion de las células T CD4" lo que da
como resultado una recuperacion significativa en el rifion.

A nivel cardiaco, la determinacion de las diferencias de las medias de los pesos de
los corazones sobre los corporales fue utilizada para demostrar el desarrollo de hipertrofia
cardiaca como consecuencia de la ERC. Como se ha explicado anteriormente, una de las
complicaciones principales de la ERC son las alteraciones cardiovasculares derivadas de
la activacion de un gran numero de mecanismos de transcripcion de factores
proinflamatorios y de la infiltracion excesiva de células del sistema inmune,
principalmente, de los linfocitos T CD4" por lo que era de esperarse que los corazones de

los ratones del grupo IR + IgG tuvieran alteraciones en su estructura lo que se observa
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como un aumento en el peso de los corazones ocasionado por la inflamaciéon y
remodelamiento cardiaco. Por el contrario, el grupo de los ratones que tuvieron deplecion
de las células T CD4" mostraron una mejoria en la disminucion de la inflamacién y
remodelamiento del tejido cardiaco ya que las medias de estos pesos son similares a las del
grupo control y la diferencia no es estadisticamente significativa entre estos, sugiriendo
que los linfocitos tienen un papel importante en el desarrollo de hipertrofia cardiaca en este
modelo murino de ERC, a través de amplificar el proceso inflamatorio y perpetuar el dafio
ocasionado al tejido cardiaco debido a la excesiva produccion de factores inflamatorios.
8.4. Efecto de la deplecion de linfocitos T CD4" sobre los factores pro-fibréticos
sobre expresados en la fase cronica de la progresion de la ERC en el rifion y el
corazon

8.4.1. Coldgena y fibronectina como marcadores de dafio estructural

Las determinaciones de coldgena y fibronectina fueron utilizadas como marcadores
de dafio estructural y fibrosis renal y cardiaca por lo que su deteccion fue determinante para
confirmar la presencia de dichas alteraciones en los ratones sometidos a IR.

La expresion de coldgena y fibronectina en rifion fue mas alta en el grupo IR + IgG
en comparacion con el grupo Sham y el grupo IR + anti- T CD4". Como se menciond
anteriormente, la colagena proporciona soporte estructural al espacio extracelular de los
tejidos conectivos por lo que se encuentra distribuida en todo el organismo (43,44), por su
parte, la fibronectina es una glicoproteina que contribuye en los procesos importantes para
el desarrollo, organogénesis, adhesion y migracion celular, y hemostasia asi como procesos
fisiopatologicos como la angiogénesis y la remodelacion vascular (56), por ello , es

probable que el aumento de coldgena y fibronectina en el rifiones de los ratones del grupo
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IR + IgG, al menos en parte, se deba a una mayor sintesis de ambas proteinas durante una
lesion renal. Por el contrario, la disminucion de los niveles de coldgena y fibronectina en
los ratones del grupo IR + anti-T CD4" puede ser atribuida a que, por la deplecion de los
linfocitos T CD4", ya no se genera la inflamacion y fibrosis excesiva por lo que se asume
que hay una recuperacion parcial en los rifiones de los ratones con ERC.

En el mismo panorama, la expresion de fibronectina en corazon fue mas alta en el
grupo IR + IgG en comparacion con el grupo Sham y el grupo IR + anti-T CD4" sin
embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa. A pesar de esto se logra
apreciar que la expresion de esta proteina se ve levemente atenuada en el grupo IR + anti-
T CD4" lo que quiere decir que la fibrosis cardiaca disminuy0 ligeramente con la deplecion
de las células T CD4". En el caso de colagena, la expresion de esta fue mas alta en los
grupos de ratones IR + IgG e IR + anti-T CD4" respecto al grupo control, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa, por ello, se puede decir que la sintesis de colagena
en el tejido cardiaco no se logré normalizar con la deplecion de los linfocitos T CD4".
8.4.2. Citocinas pro-fibrdticas, factores de crecimiento, e inhibidores de proteasas

Como se observa en la Figura 16C-H y Figura 17C-H, la expresion de los genes
estudiados en rindén y corazén presenta patrones similares entre si, aunque con ciertas
diferencias en algunos de ellos. En el caso del gen TGF-B, tanto en riiidn como en corazén
se aprecia que se encuentra mas expresado en el grupo IR + IgG en comparaciéon con el
grupo control y el grupo IR + anti-T CD4" y aunque estas diferencias no son
estadisticamente significativas, se observa que la deplecion de las células T CD4" logrd
disminuir los niveles de esta citocina llegando a estar ligeramente por encima de los que

presenta el grupo control. El gen TGF-B puede desempefiar una comunicacién tanto
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autocrina como paracrina y tiene un rol importante en el crecimiento y desarrollo
embrionario y adulto, asi como en la inflamacion y la reparacion, incluyendo la
angiogénesis y en la regulacion de los mecanismos de respuesta inmune del huésped (57),
por ello, la disminucién de esta citocina en el grupo de ratones con deplecion de linfocitos
T CD4" quiere decir que se logré disminuir, en parte, la fibrosis renal y cardiaca asi como
los procesos inflamatorios y el remodelamiento cardiaco.

El gen factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), al igual que el anterior,
tiene una mayor expresion en los grupos de ratones con IR + IgG en comparacion con los
grupos control y los grupos de IR + anti-T CD4" de rifién y corazon siendo la diferencia
entre el grupo control y el grupo IR + IgG estadisticamente significativa. Aunque la
diferencia de las medias de la expresion del gen entre el grupo control y el grupo IR + anti-
T CD4" no es significativa, se puede apreciar que los niveles disminuyeron respecto al
grupo IR + IgG. El gen PDGF, pertenece a la familia de factores de crecimiento y que
dentro de sus funciones bioldgicas se encuentra las de regular la proliferacion y
supervivencia celular, angiogénesis, migracion celular, estimulacion de la sintesis de los
principales componentes de la matriz del tejido conectivo, tales como colageno entre otras
(58,59), por lo que la disminucién de PDGF es causada por una recuperacion parcial en los
tejidos renales y cardiacos debido a la deplecion de las células T CD4".

En el caso del gen CTGF se observo que la disminucion de los niveles de expresion
no es tan grande en el grupo de los ratones con deplecion de linfocitos T CD4" respecto al
grupo IR + IgG, tanto en rifidn como en corazon, ademas esta pequefia diferencia de medias
no fue estadisticamente significativa. En diversos estudios, se ha demostrado que este gen

puede modular la expresion de mediadores inflamatorios como las citocinas y quimiocinas
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tales como TNF-a, MCP-1, IL-6 ¢ INF-y, a través de distintas vias de senalizacién en
diversos sistemas celulares lo que favorece los procesos de inflamacion y fibrosis (60,61),
ademas, en un estudio, Sanchez-Lopez inform6 que al administrar sistémicamente CTGF
en ratones durante 24 horas se induce la infiltracién excesiva de linfocitos T y macrofagos
en el intersticio renal lo que provoca finalmente una actividad elevada del factor NF-kB
(61), por ello, es probable que los niveles de esta proteina no se encuentren disminuidos
aun con la deplecion de linfocitos T CD4" debido a que, esta funciona como un mediador
para inducir infiltracion de mas células T por lo que el efecto podria verse contrarrestado
con la deplecidn y con ello no ver cambios significativos. En otro estudio se ha demostrado
que la exposicion de células mesangiales a CTGF aumenta significativamente los niveles
de produccion de fibronectina y coldgena tipo 1 (62), lo que podria estar relacionado con
los niveles altos de coldgena en el corazon, atn con la deplecion de linfocitos T CD4".
Para el gen PAI-1 se observa que el patron de la expresion en el rifidn es diferente
al de la expresion en el corazon, ya que, en el caso del rifién, los niveles de este gen se
encuentran mas elevados en el grupo IR + IgG respecto al grupo control y al grupo IR +
anti-T CD4" y siendo esta diferencia estadisticamente significativa, por el contrario, en el
corazon, la expresion de este gen se encuentra elevada tanto en el grupo IR + IgG como en
el grupo IR + anti-T CD4". El gen PAI-1 es una proteina, inhibidor de la serina proteasa,
que pertenece al grupo de la superfamilia de serpinas y que tiene la funcion de proteger a
las proteinas de la matriz extracelular (MEC) de la degradacion proteolitica y también
promueve la aceleracion de las cicatrices en las heridas, sin embargo, la produccion
sostenida de esta proteina puede contribuir a una acumulacion excesiva de coldgeno en

diferentes tejidos lo que puede provocar una fibrosis tisular (63), también se ha demostrado
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que un aumento de esta proteina en las células endoteliales se asocia con apoptosis celular
(64), por lo anterior, se puede asumir que la deplecion de linfocitos T CD4" disminuyo6 los
niveles de PAI-1 en el rifién, lo que se asocia con una recuperacion significativa en su
estructura y funcion lo que, a su vez, concuerda con los resultados obtenidos de colagena
y urea en rifion ya que estos estaban igualmente disminuida en el grupo de los ratones con
deplecion de células T CD4" y como se menciond anteriormente, la acumulacion de
colagena en los tejidos puede ser mediada con un aumento considerable de PAI-1, por el
contrario, en corazoén no se logra apreciar el mismo efecto ya que, se observd que los
niveles de esta proteina no disminuyen aun con la deplecion de las células T CD4" lo que,
a su vez, se puede relacionar con los niveles altos de coldgena en este mismo 6rgano y esto
quiere decir, que en el corazoén no hubo una recuperacion tan notoria como en el rifion.

En el caso del gen MMP9 no se observaron diferencias estadisticamente
significativas, inicamente una tendencia a que los niveles de expresion son mayores en el
grupo de IR + IgG respecto al grupo control y al grupo IR + anti-T CD4" tanto en el rifion
como en el corazon. Ademas, se aprecia que los niveles de expresion de MMP9 en el grupo
de los depletados son muy similares a los del grupo sham en ambos casos (rifidon y corazon).
La metalopepsidasa de matriz 9 (MMP9) es un miembro de las MMP las cuales tienen un
rol importante en la degradacion y remodelacion de las proteinas MEC durante los procesos
de desarrollo en condiciones normales, como la morfogénesis de 6rganos y la angiogénesis
en procesos como la inflamacién y la invasion tumoral (65) ademads, su expresion esta
regulada por diferentes citocinas, como la IL-1B y TNF-a, y factores de crecimiento como
PDGEF (58) asi mismo, su expresion se ve regulada por la via de sefializacion MAPK (66),

por ello, es probable que su disminucién en el grupo de ratones con deplecion de células T
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CD4" sea debido a que, al no tener un exceso de linfocitos T, no se den procesos de
inflamacion y fibrosis para lo cual no sea requerida la produccion sostenida de este gen, lo
que quiere decir que hubo una disminucion de los procesos inflamatorios y pro-fibréticos
tanto en el corazon como en el rifidn.

Por ultimo, el gen de alfa-actina del musculo liso (a-SMA) present6 el mismo
patron que el gen PAI-1 en ambos 6rganos ya que, en el rifion, la expresion de este gen es
mayor en el grupo IR + IgG respecto al grupo control y el grupo IR + anti-T CD4" mientras
que, en el corazon, la expresion es mayor tanto en el grupo IR + IgG como en el grupo IR
+anti T CD4" respecto al grupo control. La a-SMA es la isoforma de actina que predomina
en las células del musculo liso vascular en donde su expresion estd relacionada,
principalmente, con la contraccidon del tejido de granulacion por lo que tiene un rol
importante en la fibrogénesis, y debido a su localizacion en los fibroblastos, estos juegan
un papel central en el cierre de los tejidos de las heridas mediante su capacidad para
producir una fuerte fuerza contractil (67), por ello, se puede asumir que la deplecion de los
linfocitos T CD4" en los ratones con ERC, disminuyo la fibrosis renal, sin embargo, en el
corazon, se observa que estos efectos no fueron similares ya que la expresion de esta
proteina se encuentra elevada aun con la deplecion lo que quiere decir que la recuperacion
ante la fibrosis en tejido cardiaco no es tan notoria respecto al rifion.

La importancia de haber observado y analizado la expresion de estos genes en los
rifiones y en los corazones de los ratones de la fase cronica es debido a que, con esto se
pudo evaluar el efecto de la deplecion de los linfocitos T CD4" en la fase cronica de la
progresion de la ERC y se pudo comparar estos efectos respecto a los ratones de la fase

temprana y con ello, demostrar que la deplecion de las células T CD4" trae consigo, efectos
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benéficos ya que se logré disminuir los procesos inflamatorios en rifiéon y corazén y con
ello disminuir la fibrosis renal y cardiaca asi como el remodelamiento del tejido cardiaco,
aunque los efectos de la deplecion fueron mas notorios en el rifion, debido a una mayor
disminucioén en la expresion de los genes. En el corazon, el mayor efecto benéfico que tuvo
la deplecion de linfocitos T CD4+ fue sobre la hipertrofia cardiaca. Esto quiere decir que
la deplecion de linfocitos T CD4" puede contribuir con la disminucion de las
complicaciones cardiacas durante la progresion de la ERC siendo esto de interés
terapéutico ya que este efecto podria aplicarse en las etapas tempranas de los pacientes que
cursan con ERC para asi asegurar que haya una recuperacion parcial del rifidén y con ello
evitar el menor dafio cardiaco posible con lo que puede verse mejorada la calidad de vida

y reducir la tasa de mortalidad en este grupo de pacientes.
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9. Conclusiones

La ERC inducida por IR produce un incremento temprano en los niveles cardiacos
de las quimiocinas CXCL1 y CXCL2, las moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1y la
citocina proinflamatoria TNF-a.

La deplecion temprana y transitoria de los linfocitos T CD4" redujo la severidad de
la ERC demostrado por la prevencion de la elevacion de los niveles plasmaticos de urea,
asi como de marcadores de fibrosis como Colagena I, PDGF y PAI-1. Ademas, la deplecion
de los linfocitos T CD4" redujo la hipertrofia cardiaca que aparece como consecuencia de
la ERC.

Por lo anterior, es de gran interés, en el area clinica, seguir avanzado en la
investigacion en estos temas para comprender con mas claridad las vias de senalizacion y
los tipos celulares especificos que participan en la interaccion rifidn-corazon durante las
primeras etapas de la ERC ya que se puede conseguir desarrollar nuevas alternativas
terapéuticas que consigan obtener mayores efectos benéficos ralentizando la evolucion de
la ERC, reduciendo la mortalidad por una complicacion cardiovascular y mejorando el

pronostico en este grupo de pacientes.
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10.  Esquema de hallazgos
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Figura 18. Esquema sobre los hallazgos mas importantes encontrados en el presente trabajo. Al
inducir IR se da comienzo a la ERC en donde se observa una infiltraciéon no controlada de células
del sistema inmune en el tejido cardiaco, en especial, de linfocitos T CD4" los cuales son mediados
por la activaciéon de citocinas proinflamatorias, moléculas quimioatrayentes y de adhesion,
provocando cambios epigenéticos en el 6rgano que dan como resultado un proceso de inflamacion
cronica. Ya en la etapa avanzada de la ERC, en donde la inflamacion es consistente y que juntamente
con la infiltracién persistente de linfocitos T CD4" en el tejido cardiaco, dan como resultado una
disfuncion endotelial, asi como el desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda y fibrosis cardiaca.

Sin embargo, al realizar una deplecion de estas células CD4" se observo que hubo una disminucion
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en los niveles de las quimiocinas, citocinas y otras moléculas pro-inflamatorias otorgando asi un
efecto benéfico tanto en el corazén como en el rindén con lo que se puede explicar un posible
mecanismo en donde el rol que juegan los linfocitos T CD4" sobre las alteraciones cardiovasculares
es de gran relevancia y que actuando directamente sobre estas células, se pueden obtener efectos
cardio y renoprotectores pero a pesar de esto alin es necesario seguir estudiando este mecanismo
para dilucidar sobre el mecanismo de accion especifico y ofrecer una mayor oportunidad de ir
creando posibles tratamientos terapéuticos que permitan mejorar el prondstico de vida de los
pacientes que cursan con ERC y disminuyendo la tasa de mortalidad por complicaciones

cardiovasculares.
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