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Resumen

La obstruccion unilateral del uréter (OUU) es un modelo experimental de dafio renal que se
asemeja a la nefropatia obstructiva, un problema clinico de diagndstico dificil y poco eficiente,
cuya persistencia deriva en la pérdida progresiva de la funcién renal. Desde el punto de vista
fisiopatologico, el efecto que tiene la obstruccion de uréter sobre la funcion renal, es
consecuencia de una gran variedad de mecanismos que interaccionan de forma compleja y
gue convierten a la OUU en un modelo idéneo para estudiar los cambios que ocurren y los

mecanismos que conducen al desarrollo de fibrosis.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar en el modelo de OUU, los cambios que ocurren en
la bioenergética mitocondrial de los rifiones obstruido y contralateral en un curso temporal. El
protocolo experimental se realizé en ratas macho de la cepa Wistar distribuidas en los grupos
control o sham y con cirugia de OUU; éste ultimo se dividié en cinco subgrupos adicionales,
los correspondientes a los dias 4, 7, 14, 21 y 28 posteriores a la obstruccion. Una vez que
concluyo el tiempo de evolucion, se obtuvieron las mitocondrias de la corteza renal y mediante
respirometria de alta resolucion se evaluaron los parametros respiratorios estado 3 (S3),
estado 4 inducido con oligomicina (S40), control respiratorio (RC) y la fosforilacién oxidante
(P), estimulando la respiracién via complejo | o via complejo Il. Asimismo, se evalu6 el
potencial de membrana mitocondrial durante el estado 3 (AW S3) y potencial de membrana
mitocondrial durante el estado (AW S40) para ambas vias.

Se encontrd que lo largo del curso temporal, la OUU induce una respuesta diferencial entre
ambos riflones. En el caso del rifidn obstruido, ocasiona una disminucién progresiva de la
capacidad de fosforilacion oxidante (OXPHOS), la cual no se encuentra asociada al
desacoplamiento mitocondrial entre el transporte de electrones y la fosforilacién oxidante. Por
otro lado, aunque la obstruccion del riidn par, no genera alteraciones en la capacidad de
OXPHOS del rifidbn contralateral, se observa que en el cuarto dia ocasiona cambios que
podrian ser una respuesta adaptativa, pero no sostenida, ante los cambios metabdlicos que
ocurren en el rifidén obstruido. Se describe por primera vez un modelo de dafio renal, en el que

las alteraciones mitocondriales no se encuentran asociadas al desacoplamiento mitocondrial.



1. Introduccién

1.1 Fisiologiarenal

Aunque la principal funcién de los rifiones es eliminar del cuerpo los productos de desecho
gue provienen de la actividad metabdlica, éstos también participan en otros procesos que son
especialmente criticos para el organismo. Los riflones se encargan de mantener en equilibrio
la composicion de electrolitos y el volumen de los liquidos corporales, regulando el ingreso
(debido a la ingesta o produccién metabdlica) y la salida (debido a la excrecidbn o consumo
metabdlico) de los mismos. Para comprender un poco mejor cémo se llevan a cabo estas

funciones, es necesario revisar algunos puntos clave sobre la fisiologia renal.

Los rifiones son érganos pares de color rojizo con forma de habichuela que se encuentran
situados en la cavidad retroperitoneal a ambos lados de la columna vertebral. La cara medial
de cada rifién tiene una regién céncava y profunda llamada hilio, que permite la entrada y
salida de las arterias y venas renales, ademds contiene la pelvis renal que es el segmento

inicial del uréter.

La superficie de los rifiones esta cubierta por una capsula de tejido conjuntivo que protege las
delicadas estructuras internas y se denomina capsula renal. En un corte sagital se puede
apreciar a simple vista que los rifiones tienen dos regiones bien definidas: 1) la corteza, que
es la region externa de color pardo rojizo que se encuentra justo por debajo de la capsula
renal: y 2) la médula, que es la parte interna de color mas palido y que se divide en médula
externa e interna (Figura 1). El color que se aprecia en la superficie del corte es un reflejo de
la distribucién de la sangre dentro del rifidn pues, entre el 90 al 95% de la sangre se distribuye

por la corteza y s6lo del 5 al 10% pasa por la médula renal.



Columna

renal

Calices
*.,

menores

Caliz

mayor b (T
Corteza

Papila .. =

renal
Médula
externa
Médula

interna

Capsula
renal

Figura 1. Estructura macroscépica del rifion. Se aprecian los principales componentes
estructurales del rifion descritos en el texto, asi como la distribucién de los dos tipos

béasicos de nefronas.

Al examinar un corte perpendicular a la superficie del rifion, se observan una serie de
estriaciones verticales que parecen irradiarse desde la médula hacia la corteza. Estas
estriaciones son los rayos medulares (de Ferrein), llamados asi por su aspecto. Son entre
400 a 500 los rayos medulares que se proyectan y que contienen en su interior a los tabulos
rectos y a los conductos colectores de las nefronas. Las regiones situadas entre los rayos
medulares son los laberintos corticales que albergan en su interior a los corpusculos renales,

los tubulos contorneados y los tubulos colectores.

Desde la corteza hacia la médula los tibulos van acompafiados por una red de capilares
dispuestos de forma paralela y que en conjunto se denominan vasos rectos. Estos vasos son
importantes porque forman la parte vascular del sistema intercambiador de contracorriente
gue regula la concentracion de orina.



La diferencia que existe entre la distribucion y longitud de los tibulos permite que se formen
varias estructuras conicas llamadas pirdmides renales o medulares (de Malpighi) (Figura 1).
Por lo general en el rindn humano hay de 8 a 12 pirdmides sin embargo, puede haber hasta
18 de ellas. Las bases de las piramides estan orientadas hacia la corteza mientras que sus
vértices apuntan hacia el seno renal. En cada piramide se observa una médula internay una
meédula externa (la parte contigua a la corteza) que a su vez se divide en franja interna y
franja externa. El tejido cortical que se sitia dentro de la médula forma las columnas renales
(de Bertin) que se consideran como parte de la médula, aunque su composicién es igual a la

del resto del tejido cortical.

El vértice de cada piramide se denomina papila y se proyecta dentro de un céliz menor, que
es una extensién de la pelvis renal con forma de copa. La punta de la papila, también conocida
como area cribosa o cribiforme, esta perforada por los orificios de desembocadura de los
conductos colectores. Los calices menores son ramificaciones de los calices mayores que a

su vez son las divisiones principales de la pelvis renal.

1.2 La nefrona

La nefrona es la unidad estructural y funcional del rifion. Se estima que un rifidn humano
contiene alrededor de 1 millén de nefronas, las cuales tienen dos componentes principales:
1) el corpusculo renal que filtra el plasma sanguineo, y 2) el tabulo renal que convierte el

filtrado en orina.

El corpusculo renal es el comienzo de la nefrona, consta de un glomérulo que es una bola de
10 a 20 capilares envueltos por una estructura epitelial bilaminar llamada capsula glomerular
0 capsula de Bowman. La capsula de Bowman es la parte inicial de la nefrona en donde la
sangre que fluye por los capilares glomerulares se filtra y se produce el ultrafiltrado glomerular.
Los capilares glomerulares reciben la sangre desde la arteriola aferente y la envian hacia la
arteriola eferente que luego se ramifica formando una nueva red capilar que irriga a lo tabulos
renales, el sitio donde entra la arteriola aferente y sale la arteriola eferente se denomina polo
vascular. En el lado opuesto del corpusculo renal se encuentra el polo urinario que es el sitio

donde comienza el tibulo contorneado proximal.

El tubulo renal es un conducto que se aleja de la cdpsula de Bowman y termina en la punta



de una piramide medular. Mide aproximadamente 3 cm de largo y se divide en segmentos
tubulares que tienen propiedades fisiol6gicas Unicas y que, en conjunto participan en la
produccion de orina. El nombre de cada segmento se designa segun el trayecto que adoptan,
la ubicacién y el grosor de su pared, estos segmentos son: el tibulo contorneado proximal,
el asa de Henle, el tubulo contorneado distal y el tabulo colector. Los primeros tres
segmentos forman parte de la nefrona, mientras que el tibulo colector es la estructura que se

encarga de recibir el liquido proveniente de varias nefronas (Figura 2).
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Figura 2. Estructura béasica de una nefrona. En el esquema se pueden distinguir los
diferentes segmentos de una nefrona que se encuentran sefialados con diferentes colores
y numeros. (1) Corpusculo renal, (2) Cépsula de Bowman, (3) Glomérulo, (4) Tubulo
contorneado proximal, (5) Tubulo recto proximal, (6) Asa de Henle descendente delgada,
(7) Asa de Henle ascendente delgada, (8) Asa de Henle ascendente gruesa, (9) Tubulo

contorneado distal y (10) Conducto colector.
Aunque todas las nefronas poseen los mismos componentes estructurales, no todas son

iguales. El 80% son denominadas nefronas corticales, debido a que tienen sus corpusculos

renales en la parte externa de la corteza, ademas poseen asas de Henle bastante cortas que
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se extienden en la zona externa de la médula. EI 20% restante son nefronas yuxtamedulares
cuyos corpusculos renales se encuentran muy cerca de la base de la pirdAmide medular y
cuyas asas de Henle, al ser bastante largas se extienden profundamente en la parte interna

de la pirdmide renal.

1.3 Funcion renal: filtracion, reabsorcion y secrecion

Los riflones convierten el plasma sanguineo en orina mediante una serie de pasos que

implican tres procesos fisiologicos: filtracion glomerular, reabsorcién tubular y secrecion.

A medida que el liquido pasa por los diversos segmentos de la nefrona, cambia la composicion
y el nombre. Cuando se encuentra en el espacio capsular, se denomina filtrado glomerular y
su composicidn es muy similar al plasma sanguineo con la excepcion de que casi no contiene
proteinas plasmaticas. Mas adelante el filtrado pasa al tibulo contorneado proximal y recibe
el nombre de liquido tubular, cuya composicién es variable y depende en gran medida del tipo
de sustancias que agregan o eliminan las células tubulares. Por ultimo, el ultrafiltrado llega a

los tabulos colectores y se forma la orina, cuyo contenido de agua es variable.

A continuacién, se hace una descripcidon mas detallada de las etapas y las estructuras de la

nefrona que participan durante la formacién de la orina.

1.4 Filtracion glomerular: el corpasculo renal

La filtracién del plasma hacia el interior del tibulo renal es la primera etapa de la formacion
de orina y se lleva a cabo en el corpusculo renal. Las sustancias que salen del plasma deben
pasar por las tres barreras que conforman a la membrana de filtracién, antes de entrar en la

luz tubular.

La primera barrera es el endotelio de los capilares glomerulares. Esta barrera es bastante
permeable y posee numerosas fenestraciones (poros) que miden entre 70 y 100 nm de
diametro. El tamafio de los poros permite que todos los solutos del plasma salgan de los
capilares glomerulares e impide que se filtren las células sanguineas y las plaquetas. Ademas,

las proteinas con carga negativa que se encuentran sobre la superficie del poro ayudan a
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repeler a las proteinas plasmaticas que también tienen carga negativa.

Entre los capilares del glomérulo y sus alrededores se encuentran las células mesangiales
gue regulan la filtracion glomerular; esto es posible gracias a que tienen proyecciones
citoplasmicas de filamentos similares a la actina que les permiten contraerse y modificar de
esta manera el flujo sanguineo. Asimismo, poseen una gran cantidad de canales acuosos de

acuaporina 1 (AQP-1) que permiten un movimiento rapido del agua a través del epitelio.

Como segunda barrera tenemos a la lamina basal que se ubica entre el endotelio y los
podocitos. Consta de una capa acelular de matriz extracelular que separa a el endotelio capilar
del epitelio que recubre la capsula de Bowman. Esta lamina esta formada por una matriz de
glucoproteinas con carga negativa y pequefias fibras de colageno que actlian como una

especie de tamiz que separa a las proteinas plasmaticas mas grandes del liquido que se filtra.

La tercera barrera de filtracion es el epitelio de la cdpsula de Bowman. La porcion de epitelio
capsular que rodea a cada capilar glomerular esta formada por células especializadas
llamadas podocitos que a su vez tienen extensiones citoplasmaticas denominadas pedicelios.
Los espacios que quedan entre los pedicelios son las hendiduras de filtracion que son
rodeadas por una membrana delgada que permite el paso de moléculas con un diametro
menor a 7 nm, esto incluye agua, electrolitos, glucosa, acidos grasos, aminoacidos, desechos

nitrogenados y vitaminas.

1.5 Reabsorcion tubular: el tabulo contorneado proximal, el asa de Henle y el

tubulo contorneado distal

Una vez que el filtrado glomerular pasa a la capsula de Bowman, fluye a través de los
diferentes segmentos tubulares. Durante el trayecto, algunas sustancias pasan a través de
las células tubulares hacia el intersticio y de ahi a través de la membrana del capilar peritubular
hasta que regresan al torrente sanguineo. El regreso de estas sustancias es altamente
selectivo y responde a las necesidades del organismo, a fin de preservar la homeostasis.
Debido a que el filtrado que llega desde la cdpsula de Bowman tiene la misma concentracion
de solutos que el liquido extracelular, se requiere del transporte activo para generar gradientes
y reabsorber los solutos. La mayor parte de la reabsorcién se lleva a cabo en el tubulo

contorneado proximal (TCP) y sélo una pequefia parte tiene lugar en los segmentos mas
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distales. ElI TCP surge de la capsula glomerular y se encuentra principalmente en la corteza
renal. Es el segmento mas largo y enroscado de todos, tiene un epitelio cilindrico simple con
microvellosidades prominentes (un borde en cepillo) lo que demuestra el gran volumen que
se absorbe en este segmento. Las microvellosidades son lo que le da al epitelio su aspecto
aserrado caracteristico. Las células de este segmento contienen una gran densidad de
mitocondrias que proporcionan el adenosin trifosfato (ATP) necesario para llevar a cabo el

transporte activo de los solutos.

El asa de Henle es una porcion larga que tiene forma de “U” y se encuentra principalmente
en la médula. Empieza donde el TCP se endereza y se hunde en la médula, formando la parte
descendente del asa. En su extremo profundo, el asa gira 180° y forma la extremidad
ascendente que regresa a la corteza y viaja en paralelo, muy cerca de la extremidad
descendente. Los segmentos gruesos tienen un epitelio cilindrico simple. Forman la parte
inicial de la extremidad descendente y gran parte o toda la extremidad ascendente. En este
segmento, las células también participan en el transporte activo de sales, de modo que existe
una actividad metabdlica muy elevada y una gran cantidad de mitocondrias que contribuyen
a darle grosor a la estructura. El segmento delgado tiene un epitelio simple y forma parte de
la extremidad descendente mas inferior, en esta region la actividad metabdlica de las células
es baja, sin embargo es una region bastante permeable al agua. De manera que, la funcion
primaria del asa de Henle consiste en generar un gradiente osmético que permita al tabulo
colector concentrar la orina y concentrar agua. Ademas, el asa participa en la reabsorcion de
casi un 25% del Na*, K*y CI-.

El tabulo contorneado distal (TCD) comienza un poco después de que la parte ascendente
del asa de Henle entra a la corteza. Este segmento es mas corto y menos enroscado que el
TCP. Tiene un epitelio cilindrico con células de superficie lisa casi carentes de

microvellosidades. El TCD participa durante la reabsorcién de cloruro de sodio y agua.

1.6 Secrecién tubular: El conducto colector

El tdbulo colector recibe el liquido proveniente de los TCD de multiples nefronas. Varios de
estos tubulos colectores convergen en direccion hacia la punta de la pirdmide medular y, cerca
de la papila se unifican para formar un tabulo papilar mas largo. Cerca de 30 tlbulos papilares

desembocan en los poros que se encuentran en la punta cénica de cada papila. La orina

13



drena de los poros hacia el caliz menor que cubre a la papila. Los tubulos colectores y
papilares estan cubiertos por un epitelio cilindrico simple. La principal funcion del conducto
colector es la de concentrar la orina y evitar la pérdida de grandes cantidades de agua.

1.7 Consumo energético y metabolismo renal

La bioenergética renal implica dos factores que se encuentran intimamente asociados: 1) la
oxigenacién renal y 2) el consumo de energia. Referente a ello podemos decir que, aunque
los rifiones constituyen Unicamente el 0.5% del peso corporal, consumen el 10% de oxigeno

total y reciben entre el 20 y 25% del gasto cardiaco.

Los rifiones destinan un porcentaje basal de energia para mantener los procesos vitales de
las células y utilizan la mayor parte (cerca un 80%) durante la reabsorcion activa de los solutos

gue se filtran en el lumen tubular y se envian de regreso al torrente sanguineo.

En el tejido renal existen diversos tipos de transportadores sin embargo, el mas abundante y
activo es la Na*/K* ATPasa o bomba de sodio (Martensson, 2019), cuya funcion es transportar
tres moléculas de sodio fuera de la célula e introducir dos moléculas de potasio dentro de la
célula, de esta manera se establece un gradiente de concentracion a través de la membrana
(Skorecki et al, 2011). Se estima que la concentracién de los iones Na* y K* en el medio
extracelular es de ~140 mM y ~4 mM respectivamente, mientras que en el medio intracelular
esta concentracion es de ~15 mM para el Na* y ~120 mM para el K* (Clarke et al., 2013). Por
consiguiente, la mayor parte del oxigeno y de la energia que se obtiene en estos 6rganos, se

destina al transporte activo del sodio (Martensson, 2019).

Los riflones, a diferencia de otros drganos, presentan una relacion lineal entre el aporte (RBF)
y la demanda de oxigeno (reabsorcién de sodio). Concretamente, cuando aumenta el flujo
sanguineo renal (RBF) mejora la oxigenacion renal e incrementa la tasa de filtracion
glomerular (GFR), que trae como consecuencia, el aumento de la reabsorcion tubular y la
demanda de oxigeno. Algunos factores como la perfusion, el gasto energético, la eficiencia
metabdlica e incluso la tolerancia a hipoxia, varian a lo largo de los diversos segmentos
(Figura 3).
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Figura 3. Esquema comparativo de los diferentes segmentos de la nefrona. Se
presenta el porcentaje de densidad mitocondrial, la actividad de la ATPasa Na'/K*, la
eficiencia metabdlica (QO2/ Na*), y las principales vias metabdlicas. NR= No reportado
(Modificado de Martensson, 2019).

Generalmente del 85 al 90% de la perfusién renal circula por la corteza, la cual se encuentra
comprendida en un 90% por los tabulos proximales (aproximadamente la mitad del total de la
masa renal), cuyos segmentos S1 y S2 reabsorben glucosa, aminoacidos y agua, gracias al
gradiente de sodio que genera la bomba Na*/K* ATPasa. De hecho, este segmento es el que
presenta la mayor eficiencia metabdlica (QO2/TNa*) ya que el oxigeno (O>) y por tanto, la
energia que se emplean para la reabsorcion del Na* (TNa*) [o los uEg de Na*® que se
reabsorben por pmol de O, que se consume (QO2/TNa")], es menor comparado con el resto
de los segmentos. Cabe sefialar que cerca del 90% de la corteza renal se encuentra
comprendida por los tubulos proximales (aproximadamente la mitad del total de la masa
renal), que utilizan la mayor parte del oxigeno que circula por la corteza. En contraste, la
médula renal recibe unicamente del 10 al 15% del RBF; no obstante, la rama ascendente
gruesa del asa de Henle presenta una alta densidad mitocondrial asi como una elevada

actividad de la bomba Na*/K* ATPasa, por lo que requiere de una gran aporte de O, para
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mantener el gradiente osmético.

En los riflones aproximadamente el 95% de la energia se obtiene en forma de ATP, no
obstante, la sintesis de ésta molécula requiere el uso de sustratos especificos cuya
preferencia varia a lo largo de los multiples segmentos de la nefrona. Por ejemplo, en el
tubulo proximal la produccién de energia se lleva a cabo principalmente a través de sustratos
como acidos grasos, cuerpos cetonicos y aminoacidos, mientras que en los segmentos mas
distales el metabolismo es primordialmente glucolitico. Cabe sefalar que los tubulos
proximales son el Unico segmento de la nefrona en donde ocurre la gluconeogénesis
(principalmente a partir de lactato) lo cual, no sélo aporta sustratos energéticos a los
segmentos mas distales, sino que ademas contribuye a la gluconeogénesis total del
organismo. Asimismo, este segmento es bastante vulnerable a cambios en el suministro de
sustratos metabdlicos y oxigeno, debido a que no genera energia a través de la glucdlisis, y
por tanto depende en su totalidad de la fosforilacion oxidante para llevar a cabo la sintesis de
ATP.

Los metabolitos que llegan al rifibn dependen del flujo sanguineo renal y la tasa de filtracion
glomerular, posteriormente entran en las células epiteliales renales mediante transportadores
especificos, cuya actividad se encuentra facilitada a menudo, por el gradiente de Na*
generado por la actividad de la Na*/K* ATPasa. Una vez en la célula, los sustratos tienen tres
posibles destinos: (1) transporte a través del epitelio de regreso al torrente sanguineo
(reabsorcion), (2) conversion en otro sustrato (p. €j., de lactato a piruvato), o (3) la oxidacion
para producir ATP.

La ruta que conecta a los metabolitos con la produccion del ATP que utiliza la bomba Na*/K*,
es bastante compleja e implica una estrecha conexion entre la energia que se produce y la
gue se utiliza, por consiguiente, la densidad de mitocondrias es fundamental y depende de
las caracteristicas de cada segmento. Por ejemplo, en los segmentos S1 y S2 del tabulo
proximal, en la rama ascendente gruesa del asa de Henle (mTAL) y en el tibulo contorneado
distal, el contenido de mitocondrias es elevado a fin de satisfacer la gran cantidad de energia
gue requiere el transporte activo del sodio. Por consiguiente, en estos segmentos el
suministro de oxigeno debe ser constante ya que la produccién de ATP depende en gran

medida de ello.
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1.8 Mitocondria y fosforilacién oxidante

Las mitocondrias son una red de organelos plasticos cuyo tamafio, forma y nimero depende
en gran medida de las caracteristicas propias de cada célula, asi como del estado fisiolégico
del organismo del que provienen (Zhang & Avalos, 2017). Estos organelos participan en una
gran variedad de procesos celulares, sin embargo su principal funcién es producir el ATP que

la célula requiere como fuente de energia (Bhargava & Schnellmann, 2017; Baker et al, 2019).

Estructuralmente, las mitocondrias se dividen en cuatro compartimentos: (1) la membrana
mitocondrial externa (MOM), (2) el espacio intermembrana (3) la membrana mitocondrial
interna (MIM) y (4) la matriz mitocondrial.

Matriz

Membrana
externa

ATP
sintasa

Membrana A Espacio
interna intermembrana

Figura 4. Representacion esquematica de una mitocondria. Se muestra la estructura
basica de una mitocondria y sus principales componentes (adaptado de Nicholls &
Ferguson, 2013).

La MOM contiene un tipo de proteinas transportadoras de membrana llamadas porinas, que
son canales que permiten el paso de iones y moléculas menores a 5000 daltons (<5000 Da).
Aunque las moléculas y los iones pueden penetrar el espacio intermembranoso, la gran
mayoria no puede atravesar la MIM debido a su bicapa lipidica y al tipo de transportadores
gue posee. Cabe sefialar que la bicapa de la MIM contiene una elevada proporcion de
cadiolipina, fosfolipido que contribuye a dar estructura y permeabilidad selectiva a esta

membrana. Estructuralmente, la MIM se encuentra replegada en numerosas crestas que
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incrementan considerablemente la superficie total y que contienen diversas proteinas con tres
principales tipos de funcion: (1) aquellas que llevan a cabo las reacciones de oxidacion del
sistema transportador de electrones; (2) las que se encargan de la produccién del ATP dentro
de la matriz (ATP sintasa), y (3) las que permean de forma selectiva metabolitos hacia la
matriz y hacia el exterior. Finalmente, la matriz mitocondrial contiene una gran cantidad de
enzimas, dentro de las que se incluyen aquellas que son necesarias para que se oxiden el
piruvato y los acidos grasos, la sintesis de amino4cidos, ademas de aquellas que participan
en el ciclo del acido citrico y el ciclo de la urea, entre otras. Asimismo, la matriz contiene el
genoma Yy los ribosomas mitocondriales, RNA de transferencia (tRNA) y algunas de las

enzimas necesarias para la expresion de genes mitocondriales (Alberts et al, 2017).

En las mitocondrias ocurre la fosforilacion oxidante (OXPHOS), proceso que se considera
como el punto culminante del metabolismo productor de energia en los organismos aerébicos.
Todos los pasos que conllevan a la degradacion de carbohidratos, lipidos y proteinas,
convergen en esta etapa final de la respiracion celular en la que la energia proveniente de la
oxidacion de sustratos y el flujo de electrones que genera el sistema de transferencia de
electrones mitocondrial, impulsan la produccion de ATP, agua y diéxido de carbono (CO.,)
(Bhargava & Schnellmann, 2017; Nelson et al, 2017).

De acuerdo con la teoria quimiosmética que postulé Peter Mitchell en 1961, la diferencia en
la concentracién de protones y de carga eléctrica entre las membranas, es el reservorio de
energia para la obtencién de ATP y NADH, moléculas funcionan como moneda. Tomando en
cuenta lo anterior, la OXPHOS implica tres puntos clave: (1) durante el proceso intervienen
electrones que fluyen a través del sistema transportador de electrones; (2) la energia que
libera el flujo de electrones (proceso exergdlnico) esta acoplada al bombeo de protones
(proceso endergdbnico), desde la matriz hacia el espacio intermembrana que es impermeable
a los protones, lo que permite que la energia se conserve en forma de potencial electroquimico
0 potencial transmembrana, y (3) el flujo de protones en favor de su gradiente de
concentracion proporciona la energia libre necesaria para que la ATP sintasa catalice la
sintesis de ATP. Por consiguiente, existe acoplamiento entre el flujo de protones y la
produccion de ATP (Nelson et al, 2017).

Los sustratos que se requieren para el proceso de OXPHOS llegan al citosol y atraviesan la

membrana mitocondrial externa a través de proteinas integrales de membrana (porinas).
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Posteriormente estos sustratos, en conjunto con adenosin difosfato (ADP) y fosfato (sustratos
bésicos para formar ATP), cruzan la membrana mitocondrial interna hacia el interior de la
matriz con ayuda de transportadores especificos que son impulsados por sus respectivos
gradientes de concentracion como por ejemplo, el translocador de nucleétidos de adenina
(ANT) que participa intercambiando ADP por ATP; o mediante el gradiente de H* que genera
el sistema de transferencia de electrones mitocondrial (Skorecki et al, 2011). El resultado del
catabolismo de aminoé&cidos, &cidos grasos y piruvato es la produccién acetil-coenzima A
(Acetil-CoA), molécula que entra al ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs. Esto ocurre en el
interior de la matriz mitocondrial y, en teoria, con cada vuelta del ciclo se producen tres
moléculas de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) y NAD* reducido (NADH), una
molécula de dinucledtido de flavina adenina (FAD) y FAD reducido (FADH,), una molécula de
trifosfato de guanosina (GTP) o de ATP y dos moléculas de CO,. EIl NADH y el FADH, son
moléculas reducidas, por lo que son capaces de donar sus electrones a los complejos
mitocondriales, que forman parte del sistema de transferencia de electrones, que se encuentra
ubicado en la membrana interna mitocondrial. El flujo de electrones a través de los distintos
complejos mitocondriales es secuencial y culmina con la reduccién tetravalente del oxigeno
en agua. Concretamente, el NADH dona electrones al complejo | (Cl, NADH deshidrogenasa),
mientras que el FADH, dona electrones al complejo 1l (Cll, succinato deshidrogenasa),
posteriormente los electrones fluyen hacia la ubiquinona o conenzima Q,, que acepta los
electrones provenientes de estos dos complejos y los transfiere al complejo Il (Clll o UQ-
citocromo c reductasa). El Clll entonces transfiere los electrones al citocromo ¢ (que es un
elemento mavil, al igual que la coenzima Q) y finalmente, al complejo IV (CIV o citocromo C
oxidasa) el cual los transfiere al oxigeno, que es el aceptor final de los electrones. En este
proceso se produce agua, la forma completamente reducida del oxigeno (Figura 5) (Skorecki
et al, 2011).
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Figura 5. Metabolismo y fosforilacion oxidante. Se muestra el catabolismo de

carbohidratos, lipidos y proteinas, en tres fases de la respiracién celular. Fase 1, la
oxidacion de &cidos grasos, glucosa y algunos aminoacidos produce acetil-coenzima A
(Acetil-CoA). Fase 2, la oxidacion de grupos acetilo en el ciclo del &cido citrico incluye
cuatro pasos en los que se obtienen electrones. Fase 3, el NADH y el FADH, donan
electrones a los componentes del sistema transportador de electrones mitocondrial y los
electrones fluyen hasta que ocurre la reduccién tetravalente del oxigeno en agua. El flujo
de electrones conduce a la produccion de ATP. Asi mismo, se observan dos vias en el
tubulo proximal: (1) oxidacion del lactato mediante piruvato y acetil-CoA, y (2) conversion
de glutamina a a-cetoglutarato en las mitocondrias con la produccién de NH; (Modificado
de Skorecki et al, 2011).
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La energia potencial que se libera y que se encuentra almacenada en el gradiente de H",
aporta la fuerza impulsora que requiere la ATP sintasa (CV, complejo V) para la sintesis de
ATP, a partir de ADP vy fosfato. Por consiguiente, el gradiente de H* se encuentra
estrechamente acoplado a la sintesis de ATP. El proceso descrito, es la clave del mecanismo
guimiosmaético de fosforilacion oxidante propuesto por Mitchell en 1961. EI ATP que se
sintetiza, pasa de la matriz al interior del espacio intermembrana con ayuda de un
cotransportador ADP-ATP, conocido como traslocasa de nucleétidos de adenina,
posteriormente el ATP atraviesa la membrana externa a través de porinas o canales aniénicos
dependientes de voltaje (VDAC) y llega al citosol donde queda disponible para unirse a varios
tipos de ATPasas (como Na*/K* ATPasa) que se encuentran en la membrana plasméatica. En
resumen, el flujo de electrones a través del sistema de transporte de electrones, genera un
gradiente de protones que es la fuerza impulsora para la sintesis de ATP (Skorecki et al.,
2011).
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Figura 6. Flujo de electrones a través los complejos que forman parte del sistema
de transferencia de electrones mitocondrial. En la matriz mitocondrial, el piruvato se

convierte en Acetil-CoA, que se condensa en oxaloacetato para producir citrato que a su
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vez, sigue una serie de reacciones donde se eliminan 2 carbonos en forma de CO., hasta
gue se regenera oxalacetato que reinicia el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) o ciclo de
Krebs. Al final se generan 3 moléculas de NADH y una de FADHo>, las cuales donan sus
electrones a los intermediarios de la cadena transportadora de electrones que se
encuentran en la membrana interna de la mitocondria. Los transportadores de electrones
mitocondriales, siguen un gradiente de energia, de tal forma que los electrones pasan de
un intermediario con mas energia a uno con menos energia. El flujo de electrones, permite
gue se bombeen protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana,
generando una diferencia de potencial electroquimico el cual se utiliza como fuerza motriz

para la sintesis de ATP a partir de ADP.

1.9 Bioenergética mitocondrial

La OXPHOS es un elemento de la bioenergética mitocondrial que combina el transporte de
electrones a través del sistema transportador de electrones con el consumo de oxigeno y la
sintesis de ATP (Djafarzadeh & Jakob, 2017) por tanto, su estudio permite comprender cémo
se transduce la energia a través de los distintos componentes del sistema de transferencia de
electrones mitocondrial (Gnaiger, 2007). La OXPHOS se puede evaluar en mitocondrias
aisladas in vitro por oximetria, método con el que se determina la tasa de consumo de oxigeno
(OCR, Oxygen consumption rate) asociada a distintos estados respiratorios que se inducen y
gue son una medida directa de la respiracion mitocondrial (Gnaiger, 2007). Lo anterior tiene
como fundamento el hecho de que, durante la fosforilacion oxidante las mitocondrias utilizan
oxigeno como aceptor final de electrones; por consiguiente, el consumo de oxigeno esta
directamente acoplado al proceso de la OXPHOS. Algunos de los estados respiratorios que
se evallan por oximetria son: (1) Estado 1 (S1) o respiracion mitocondrial basal, (2) estado 2
(S2) o el consumo de oxigeno después de que se adicionan sustratos especificos de los
complejos mitocondriales, (3) estado 3 (S3) o el maximo consumo de oxigeno que se obtiene
después de adicionar ADP y Pi (fosfato) en concentraciones saturantes, y (4) estado 4 (S4) o
la respiracion en reposo después de que se consume el ADP (se transforma en ATP), mismo
gue se puede inducir con oligomicina (S40) un inhibidor especifico de la ATP sintasa
(Djafarzadeh & Jakob, 2017).

Durante una respirometria, se alimenta la cadena respiratoria de dos formas: via Cl o via CII.
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Lo anterior hace referencia a todo el proceso que se desencadena dentro del sistema de
transferencia de electrones con la adicién secuencial de sustratos especificos, ADP e
inhibidores. Algunos de los sustratos que se utilizan para favorecer la produccion de moléculas
altamente reducidas dentro de la matriz mitocondrial son: la combinacién de piruvato, malato
y glutamato para la produccién del NADH y el succinato para la produccion de FADH,. La
importancia de que se generen moléculas reducidas dentro del sistema, recae en que éstas
donan electrones a los diferentes componentes del sistema de transferencia de electrones
mitocondrial, el NADH al Cl y el FADH, al Cll. En este punto de la respirometria (para
cualquiera de las vias) la OCR mitocondrial (S2 o estado 2 de la respiracion) es lenta, debido
a que en presencia de los sustratos y ausencia de ADP, no hay sintesis de ATP, por
consiguiente no hay re-entrada de protones a través de la ATP sintasa. De hecho, durante S2
la respiracién se regula automaticamente de manera que, los protones que bombea el sistema
transportador de electrones se equilibran con los protones que regresan al interior de la
membrana (Nicholls & Ferguson, 2013).

Después de los sustratos, se agrega ADP y Pi en concentraciones saturantes (para asegurar
gue el sistema alcance la maxima capacidad de fosforilacién), con lo cual se estimula el
transporte de electrones para la sintesis de ATP. En general, durante este punto la OCR es
rapida (S3 de la respiracion) y alcanza un punto maximo (Gnaiger, 2007). La razén fisiol6gica
de lo anterior es que la ATP sintasa utiliza la fuerza protén motriz (PMF) para la sintesis de
ATP a partir de ADP y la acopla a la re-entrada de protones, lo que acelera el transporte de
electrones y por consiguiente, aumenta el consumo de oxigeno (Brand & Nicholls, 2011).
Durante el S3, la respiracion también se autoregula, de modo que cuando la relacién ATP/ADP
se acerca al equilibrio, la PMF aumenta y la re-entrada de protones a través de la ATP sintasa
se detiene, lo que reduce la velocidad del transporte de electrones y por tanto disminuye el
consumo de oxigeno (Nicholls & Ferguson, 2013). El S3 y por tanto la fosforilacién oxidante,
terminan cuando suficiente ADP se fosforila a ATP y se alcanza el equilibrio termodinamico
entre el sistema transportador de electrones y la fuerza proton motriz (S4 de la respiracion) o
cuando se inhibe a la ATP sintasa con oligomicina (S40) (Brand & Nicholls, 2011; Nicholls &
Ferguson, 2013).

Cuando se inhibe a la ATP sintasa y se induce el S4 (S40), el consumo de oxigeno se vuelve

lento debido a que la re-entrada de protones se detiene e incrementa la PMF. Durante este

estado, existe un “leak” o fuga de protones inherente que permite que se mantenga la
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respiracion aun cuando no hay sintesis de ATP (similar al caso del S2) (Divakaruni & Brand,
2011) por consiguiente, el consumo de oxigeno durante el S40 esta controlado principalmente
por la fuga o “leak” de protones a través de la membrana interna mitocondrial (Nicholls &
Ferguson, 2013). Por lo tanto, para determinar el consumo real de oxigeno durante el S40, es
necesario inhibir por completo el bombeo de protones y la respiraciéon mitocondrial, agregando
rotenona y antimicina como inhibidores de los Cl y CIlI, respectivamente. De esta forma, se
obtiene el consumo de oxigeno independiente de la respiracion mitocondrial (respiracién
residual, ROX) el cual se debe restar a los valores del S40 (S40-ROX). La fuga total de
protones en una mitocondria se atribuye principalmente a dos procesos: el leak pasivo o basal
y el leak activo o inducible (Divakaruni & Brand, 2011). Aunque los mecanismos moleculares
gue generan el leak basal no se conocen con exactitud, se sabe de varios factores que lo
modifican, por ejemplo: la superficie de la membrana interna mitocondrial y su composicion
(Jastroch et al, 2010). En cuanto al leak inducible, se ha descrito que las proteinas
desacoplantes (UCP’s), proteinas especificas de la membrana interna mitocondrial,
contribuyen de manera importante al mismo, permitiendo el incremento en la permeabilidad
de los protones y propiciando de esta manera al aumento de la velocidad de respiracion (Zhao
et al., 2019).

En las mitocondrias, el grado de acoplamiento (funcionalidad) e integridad se determina
mediante el control respiratorio (RC), que se define como el cociente S3/S40, esto es, la
relacion entre la respiracion mitocondrial que respalda la sintesis de ATP (OXPHOS) y la que
se requiere para compensar la fuga de protones (Leak) (Brand & Nicholls, 2011; Nicholls &
Ferguson, 2013). Este parametro se utiliza con bastante frecuencia para determinar qué tan
funcionales son las mitocondrias ya que engloba tres procesos metabdlicos clave: la oxidacion
del sustrato, la produccién de ATP y la fuga de protones, por consiguiente cualquier cambio
en la OXPHOS se reflejara en los valores del RC. Si los valores del RC no cambian, se puede
afirmar que en general, no existe disfuncién en la bioenergética de las mitocondrias aisladas
(Brand & Nicholls, 2011). Aunque diversos factores como en tipo de sustrato, la cantidad y
calidad de las mitocondrias, asi como el ATP influyen sobre el RC, se estima que los valores
del RC para mitocondrias aisladas de la corteza renal de rata oscilan entre ~4 y 9 (Edwards
et al., 2020).

El potencial de membrana mitocondrial (AWm) es otro elemento clave de la bioenergética que

se considera como indicador de integridad mitocondrial (Divakaruni & Brand, 2011; Figueira
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et al, 2012). Este elemento es el principal componente de la fuerza proton motriz y es crucial
para mantener la funcion de la cadena respiratoria e impulsar la sintesis de ATP, por lo que
la pérdida significativa del mismo se traduce en desabasto energético (Joshi & Bakowska,
2011). Los valores tipicos del AYm son negativos y oscilan entre 150-180 mV (Perry et al.,
2011; Zorova et al., 2018) y se considera que la despolarizacion por debajo de estos valores,
es indicativo de que la funcién mitocondrial se encuentra deteriorada (Divakaruni & Brand,
2011).

OXPHOS

Transduccion de energia

Figura 7. La fosforilacion oxidante (OXPHOS) como elemento clave de la
bioenergética. El estudio de la OXPHOS y de sus elementos nos permite comprender
como se transduce la energia a través de los componentes del sistema de transferencia
de electrones (STE) y cdmo esto se relaciona directamente con la sintesis de ATP. Los
complejos respiratorios | (Cl) y Il (Cll) oxidan sustratos provenientes del ciclo de Krebs
como son NADH y succinato (S) respectivamente, para generar una corriente de
electrones que se transfieren a través de los distintos componentes del STE hasta llegar
al oxigeno (O.). Acoplado a la transferencia de electrones se encuentra el bombeo de

25



protones por parte de los complejos I, 1l y IV. Esto genera la diferencia de cargas
(gradiente eléctrico) y de protones (gradiente quimico) que en conjunto origina la fuerza
proton motriz (FPM). La ATP sintasa utiliza la PMF para la sintesis de ATP y la acopla la
re-entrada de protones, lo que acelera el transporte de electrones y aumenta el consumo
de oxigeno. La respirometria de alta resolucién permite evaluar el consumo de oxigeno
durante la OXPHOS (P) a partir de distintos parametros respiratorios: estado 3 (S3),
estado 4 inducido con oligomicina (S40), control respiratorio (RC), ademas del potencial
de membrana mitocondrial (AW) asociado a la FPM (AW S3 y AWS40).

2. Antecedentes

Debido al papel fundamental que tienen las mitocondrias en la produccién de ATP mediante
el proceso de fosforilacién oxidante, no es sorprendente que cualquier alteracion que afecte
directamente su funcién o la de cualquiera de sus componentes estructurales, tenga graves

repercusiones sobre la funcién renal, y viceversa (Eirin et al., 2017; Shamakhi, 2019).

La obstruccion del tracto urinario o nefropatia obstructiva, es un problema clinico comun que
frecuentemente ocasiona dafio renal. Las causas de la obstruccién son variables y dependen
de la edad del paciente, en nifios son primordialmente congénitas y en adultos son adquiridas
(Zecher et al., 2009; Ucero et al., 2010). Debido a su naturaleza silente y de dificil diagndstico,
es frecuente que la obstruccion persista, ocasionando pérdida severa de la funcion renal y
propiciando el desarrollo de enfermedad renal terminal en los nifios pequefos e insuficiencia
renal en los adultos, patologias que actualmente representan un grave y creciente problema

de salud mundial.

Dentro de los diversos modelos experimentales de dafio renal que se utilizan, se encuentra la
obstruccién unilateral de uréter (OUU), modelo experimental que permite el estudio de las
alteraciones que ocurren en diferentes etapas de la nefropatia obstructiva y que conducen a
dafio renal (Ucero et al., 2010; Ucero et al., 2014; Martinez-Klimova et al., 2019). Asimismo,
es uno de los modelos que mas se utilizan para estudiar los cambios fisiopat6logicos que
ocurren durante la insuficiencia renal, asi como los mecanismos que conducen al desarrollo

de fibrosis.
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En el modelo de OUU se ha observado que durante los dias 1, 2, 3, 7,10 y 14 posteriores a
la obstruccion disminuyen progresivamente la cantidad de &cido desoxirribonucleico
mitocondrial (MDNA), la expresion proteica de los complejos mitocondriales I, I, 11l y IV asi
como la ATP sintasa, ademas de pérdida en la definicién de las crestas mitocondriales. Estos
cambios se relacionan con la presencia de estrés oxidante, inflamacion, apoptosis Yy fibrosis,

procesos que en conjunto, se relacionan con la progresion hacia la insuficiencia renal crénica.

De igual manera, se ha observado que durante la OUU existe la acumulacién de metabolitos
asociados a diversas rutas metabdlicas, lo que sugiere que vias como la glucdlisis, el ciclo del
acido citrico, la fosforilacién oxidante y la B-oxidacion, se encuentran alteradas (Liu et al.,
2016; Zhang et al., 2018).

S—— Sistema ‘—N

L = antioxidnte EROs

Estrés
oxidante

N

ATP sintasa

o

Apoptosis

Componentes

del STE
Disfuncion del /

ciclo de Krebs

Cambios
metabélicos

Daiio renal Daiio celular Alteraciones mitocondiales

Figura 8. Resumen de las alteraciones mitocondriales en el rifndn obstruido. El dafio
renal por obstruccidén ocasiona dafio celular y modifica las condiciones metabdlicas debido
a la acumulacion de productos de deshecho. Las mitocondrias responden a los cambios
metabdlicos para mantener la homeostasis dentro del sistema, hasta que el dafio excede.
Algunas de las alteraciones mitocondriales que se han reportado en el rifion obstruido,
incluyen: acumulacion y liberacion de metabolitos del ciclo de Krebs; cambios en la

expresion y actividad de los principales componentes del sistema de transferencia de
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electrones mitocondrial (STE); cambios en la sintesis de ATP; estrés oxidante debido a la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y disminucion de la capacidad
del sistema antioxidante; apoptosis (Zecher et al., 2009; Ucero et al., 2010; Ucero et al.,
2014; Liu et al., 2016; Eirin et al., 2017; Zhang et al., 2018; Martinez-Klimova et al., 2019;
Shamakhi, 2019).

3. Justificacion

La OUU es un modelo experimental que permite el estudio de los procesos fisiopatoldgicos
gue ocurren durante la nefropatia obstructiva y que conducen al establecimiento de la

insuficiencia renal crénica (Chevalier, 2006; Martinez-Klimova et al., 2019).

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, los efectos que tiene la obstruccion de uréter sobre la
funcién renal son consecuencia de una gran variedad de mecanismos que interaccionan de
forma compleja y que no se han comprendido completamente (Manucha, 2007). A pesar de
los mudltiples estudios que existen, el conocimiento sobre las alteraciones mitocondriales
renales durante la OUU y su participacion en la progresion hacia la enfermedad renal crénica
(CKD) sigue siendo limitado debido en parte a que no existen estudios funcionales sobre
bioenergética mitocondrial que profundicen en la capacidad respiratoria mitocondrial. De igual
manera, se ha demostrado que si bien existe un proceso de hipertrofia en ambos rifiones,
tanto la respuesta metabélica adaptativa, como el gasto energético y los procesos de fibrosis
y apoptosis son diferentes en el rifién obstruido en comparacién con el contralateral (Chevalier
et al., 2009; Forbes et al., 2012; Ucero et al., 2014). Por lo tanto, es necesario realizar estudios
comparativos que permitan tener una mejor aproximacion de las alteraciones que ocurren en

la funcién mitocondrial de ambos riflones conforme incrementa el tiempo de obstruccion.

4. Pregunta de investigacion

¢, Cudles son los cambios o alteraciones que ocurren en los parametros asociados a la
bioenergética mitocondrial de los rifiones obstruidos y contralaterales en el intervalo

comprendido entre los 4 a 28 dias posteriores a la OUU?
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5. Hipotesis

La OUU generara de forma progresiva alteraciones en la bioenergética mitocondrial,
especificamente la disminucion de la capacidad del sistema de fosforilacién oxidante. Estas

alteraciones seran mayores en el rifién obstruido en comparacion con el rifion contralateral.

6. Objetivo general

Evaluar en el modelo de OUU los cambios en la bioenergética mitocondrial de ambos riflones

durante un curso temporal.

7. Objetivos especificos

Evaluar en el rifion obstruido y contralateral después de 4, 7,14, 21 y 28 dias de OUU:

1) Los parametros respiratorios S3, S40, RC y P cuando la respiracion es alimentada via
Cl.

2) EI AWYm asociado a los estados respiratorios S3 y S40 cuando la respiracion es
alimentada via CI.

3) Los parametros respiratorios S3, S40, RC y P cuando la respiracion es alimentada via
ClIlL.

4) El AWm asociado a los estados respiratorios S3 y S40 cuando la respiraciéon es

alimentada via CII.

8. Materiales y métodos

8.1 Modelo Experimental
Los experimentos que se realizaron durante este proyecto fueron aprobados por el Comité

Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la Facultad de Quimica
(FQ/CICUAL/260/18).
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Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso aproximado de 250 a 350 g al
momento de la cirugia. Los animales se alojaron en cajas de acrilico transparente, a
temperatura ambiente con un ciclo de luz/oscuridad 12/12 h, con agua y alimento ad libitum.
Las ratas se dividieron en dos grupos experimentales: Sham (Control) y con cirugia de OUU.

Los grupos experimentales son descritos a continuacion:

Grupo I. Sham o control
Las ratas se anestesiaron via inhalatoria con isoflurano/oxigeno (2%), posteriormente se

afeitd y limpio6 el &rea abdominal con un antiséptico de yodo.

En todos los casos se usaron camas quirdrgicas colocadas sobre una tablilla termo-regulable
cuyo objetivo fue preservar la temperatura corporal de los animales a lo largo del
procedimiento, asimismo se utiliz6 un estereomicroscopio binocular de alta resolucién para
visualizar con mayor precision la zona de intervencion. Mediante una incision sobre la linea
media, se accedi6 a la cavidad peritoneal y con ayuda de unos hisopos se despejaron los
intestinos del area, posteriormente se identificé el uréter izquierdo y en seguida se sutur6 al

animal para permitir su recuperacion.

Grupo Il. OUU
En este grupo de animales, se realizaron los mismos procedimientos previos a la cirugia que

los descritos para el grupo Sham.

Durante la cirugia, el uréter derecho se mantuvo intacto a fin de obtener el grupo de rifiones
contralateral. Por otra parte, el uréter izquierdo se disect6 y aproximadamente 2 cm por debajo
del rifion se realizdé una doble ligadura con hilo de sutura quirdrgica 3-0. De esta manera,
guedaron dos rifiones distintos dentro del mismo grupo experimental: el contralateral del lado
derecho y el obstruido del lado izquierdo. Al término de la cirugia, cada animal se asigné en
uno de los 5 subgrupos experimentales: 4, 7, 14, 21 y 28 dias de obstruccion, respectivamente

(Figura 9), con una n de 6 a 8 individuos por subgrupo.
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Figura 9. Animal con cirugia de obstruccion unilateral de uréter (OUU). Se observa
el rifndn derecho sin obstruccién (o contralateral) y el rifidn izquierdo con obstruccion. Al
término de la cirugia el animal se asignd en uno de los 5 subgrupos experimentales: 4, 7,
14, 21y 28 dias (D) de obstruccion.

Una vez que concluyé el tiempo de evolucion, se anestesid a los animales via i. p con
pentobarbital sédico (120 mg/kg) y mediante una incision sobre la linea media se accedi6 a la
cavidad peritoneal, posteriormente se extrajo sangre arterial ademas de ambos rifiones.
Después de haber obtenido las muestras, los animales se sacrificaron mediante dislocacion
cervical. La sangre se recolect6é en un tubo con heparina y después se centrifug6 durante 10

min a 2500 x g; el plasma sanguineo resultante se almaceno a -40 °C hasta su analisis.

Los rifiones se pesaron en frio, se removié la capsula y, se procesaron de acuerdo con el tipo
de ensayo al que estaban destinados: (1) ensayos en mitocondrias aisladas: bioenergética,
(2) ensayos en tejido integro: histologia y microscopia electrénica y (3) ensayos en tejido

homogeneizado: inmunoréplica tipo Western.
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8.2 Aislamiento de mitocondrias por centrifugacién diferencial

Cada muestra se proces6 de manera independiente a 4°C, siguiendo el mismo procedimiento:
Después de su extraccion, los rifiones se lavaron con amortiguador de aislamiento “A”
(Composicion: D-manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, EDTA 1 mM, HEPES 5 mM y BSA 0.1%,
pH 7.4) para eliminar los restos de sangre. Después se realiz6 un corte sagital y se obtuvieron
pequefios trozos de la corteza renal, los cuales se colocaron en un tubo homogenizador tipo
Potter-Elvehjem con 2 mL del amortiguador de aislamiento “A” a 4°C. Posteriormente el tejido
se sometid a 3 ciclos de homogeneizacion suave con un mortero de TeflonVR acoplado a un
taladro.

El homogeneizado de corteza se coloc6 en un microtubo de 2 mL y se sometié a una serie de
tres centrifugaciones para obtener el precipitado rico en mitocondrias La primera
centrifugacion se realizé a 2,500 x g durante cinco minutos y el sobrenadante que se obtuvo
se transfiri6 a un microtubo de 2 mL. Posteriormente el sobrenadante se centrifugd una
segunda ocasion a 12,000 x g durante 12 minutos. Para la tercera centrifugacion se eliminé
el sobrenadante y se preservé el precipitado de la parte inferior del tubo, el cual se
resuspendié cuidadosamente en 150 ul de amortiguador de aislamiento “B” (misma
composicion y temperatura que el amortiguador “A”, sin albimina de suero bovino, BSA) y se
centrifugd a 12, 000 x g durante 12 minutos mas. Finalmente, el sobrenadante se eliminé y se
preservo el precipitado mitocondrial de color crema, el cual se resuspendid en 80-100 pul de
amortiguador de aislamiento “B” (Aparicio-Trejo et al., 2017; Aparicio-Trejo et al., 2019;

Aparicio-Trejo et al., 2020).

8.3 Cuantificacion de proteinas

Se determiné la cantidad de proteinas por el método de Bradford, que se basa en el cambio
de coloracién que produce la unién de la proteina con el colorante azul de Coomassie en
medio acido. El método se ajustd a una placa de 96 pozos y se midi6 la absorbancia a 595
nm en un lector de placas Synergy HT. La absorbancia de las muestras se compar6 con una
curva patrén que se obtuvo tomando diferentes cantidades de la proteina estandar BSA y

después se interpol6 la concentracion de proteinas a partir de la absorbancia.
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8.4 Respiracién mitocondrial

El consumo mitocondrial de O, se evalué a una temperatura constante de 37 °C en un
respirometro de alta resolucion (Oximetro O2k, OROBOROS, Innsbruck, Austria). Las
mitocondrias recién aisladas (300 ug de proteina total) se colocaron dentro de la camara del
oximetro que contenia 2 mL de amortiguador de respiracion MiR05 (Composicién: EGTA 0.5
mM, MgCl, 3 mM, &cido lactobiénico 60 mM, taurina 20 mM, KH,PO, 10 mM, HEPES 20 mM,
sacarosa 110 mM y BSA libre de acidos grasos 1 g/L). El transporte de electrones se inici6 de
dos maneras: en la primera se agregaron sustratos asociados al Complejo | (CI): piruvato 5
mM, malato 2 mM y glutamatol0 mM (PMG); y en la segunda se agregé succinato 10 mM
como sustrato del Complejo Il (Cll) mas rotenona 0.5 uM como inhibidor del CI. Los distintos
estados respiratorios se estimularon de la siguiente manera: el estado respiratorio 3 (S3)
adicionando ADP 2.5 mM y el estado respiratorio 4 (S40) inhibiendo a la ATP sintasa (CV)
con oligomicina 2.5 uM. La respiracion residual (ROX) se obtuvo inhibiendo el Cl con rotenona
0.5 uM vy el CIll con antimicina 2.5 uM. El indice de control respiratorio (RC) se determiné
como el cociente de S3/S40, mientras que la respiracion asociada a la fosforilacién oxidante
(P) se determin6 como S3-S40 (Figura 10) (Aparicio-Trejo et al, 2017; Aparicio-Trejo et al.,
2019; Aparicio-Trejo et al., 2020). La velocidad de respiracion se expresd en pico mol por
segundo por miligramo de proteina [pmol/(s*mg)] y los valores se normalizaron por el total

de proteina que se habia cuantificado previamente por el método Bradford.
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Figura 10. Esquema representativo de una respirometria de alta resolucion. Se
observa la velocidad de consumo de oxigeno asociado a cada estado respiratorio y las

adiciones de los sustratos e inhibidores que se utilizaron para obtener cada estado. La
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linea azul representa la concentracion de oxigeno y la linea roja representa la velocidad
de consumo de oxigeno en funcion del tiempo. En los cuadros azules inferiores estan los
nombres de los reactivos adicionados secuencialmente: proteina, sustratos e inhibidores.
Estado 1 (S1); Estado 2 (S2); Estado 3 (S3); Estado 4 inducido con oligomicina (S40);
Respiracion residual (ROX); Fosforilacion oxidante (P); Mitocondrias (Mito); Piruvato,

Malato, Glutamato (PMG); Succinato mas Rotenona (S+R).

8.5 Potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym)

Los cambios en el potencial de membrana mitocondrial (AWm) se evaluaron de forma
indirecta por fluorometria, mediante el uso del colorante catiénico lipofilico safranina O 2 uM
gue es un fluoréforo extrinseco con una longitud de onda de excitacion de 495 nm y una
longitud de onda de emision de 587nm (Krumschnabel et al., 2014). La absorcion y
fluorescencia de la safranina dependi6 de la activacién de las mitocondrias (con los sustratos).
Tras la activacion de las mitocondrias, se observé que la intensidad de la fluorescencia
disminuyé debido al transporte electroforético del colorante desde el compartimento
extramitocondrial al intramitocondrial. Una vez en el interior de las mitocondrias la safranina
se oligomeriz6 (se agreg6 en dimeros y polimeros) y los cambios Opticos que se registraron
(incremento o decremento de la intensidad de fluorescencia) fueron reflejo de la distribucién
de la safranina a través de la MIM (interior negativo). Esta distribucion a su vez, dependié del
potencial de membrana eléctrico que existia entre el medio externo y el compartimento intra
mitocondrial (Krumschnabel et al., 2014; Chowdhury et al., 2015). Por tanto, los valores de
fluorescencia que se registraron y que fueron generados por la safranina, fueron inversamente
proporcionales al AWYm: a mayor fluorescencia, menor potencial de membrana y a menor

fluorescencia mayor potencial de membrana.

En primer lugar se estimulé la respiracion via Cl o via Cll y después se estimularon los estados
respiratorios 3 y 4 (como se describié previamente). De esta manera se obtuvieron los
potenciales de membrana mitocondrial asociados a ambos estados (AWYm S3 y AWm S40).
Finalmente, se disipé el AWYm agregando rotenona 0.5 uM (Unicamente en la respiracion
alimentada via Cl) y antimicina 2.5 uM (Figura 11) (Aparicio-Trejo et al, 2017; Aparicio-Trejo
et al., 2019; Aparicio-Trejo et al., 2020).
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La linealidad del ensayo se asegur6 realizando curvas de calibracién con safranina; los
resultados se expresaron como el cambio en la concentracion de safranina O (AuM de SafO)
durante S3 o0 S40 y los valores se normalizaron por miligramo de proteina (AuM de Saf O/mg

de proteina).
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Figura 11. Esquema representativo del uso de safranina O. Se evaluaron los cambios
en el AWYm en los estados respiratorios S3 y S40. La linea negra corresponde a la
concentracion de safranina O que se determina por fluorescencia. En los cuadros verdes
inferiores estan los nombres de los reactivos adicionados secuencialmente: safranina,
proteina, sustratos e inhibidores. Estado 3 (S3); Estado 4 inducido con oligomicina (S40);
Mitocondrias (Mito); Piruvato, Malato, Glutamato (PMG); Succinato mas Rotenona (S+R);

Inespecifico (Inesp).
8.7 Andlisis estadistico
Los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de

una prueba de Dunnett. La significancia estadistica se defini6 como p<0.05. En todas las

graficas se presenta la media * error estdndar de la media (SEM).
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9. Resultados

En los dias 4, 7, 14, 21 y 28 posteriores a la cirugia, se observo que los rifiones obstruidos
presentaron distension (hinchamiento), cambio de coloracion e incremento de peso debido a

la acumulacion de orina (Figs.12A-12D, izquierda).

1)
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Figura 12. Imagen representativa de los riflones de ratas con obstruccion unilateral
de uréter a diferentes tiempos. En cada recuadro se observan: el rifion obstruido del
lado izquierdo y el rifién contralateral del lado derecho. (A) Dia 7 de obstruccion, (B) dia
14 de obstruccion, (C) dia 21 de obstruccion y (D) dia 28 de obstruccion.

Desde el dia 4 hasta el dia 14, el aumento en la relacién peso del rifién/peso total del animal
se sostuvo y posteriormente se registré una disminucién en el resto de los dias (Fig.13, barras

verdes).
En los riflones contralaterales no se observd distensién alguna, ni cambio de coloracion

(Figs.12A-12D, derecha). Sin embargo, se registrd un incremento de peso significativo desde

el cuarto dia posterior a la cirugia (Fig.13, barras azules).
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Figura 13. Peso de los rifiones en relacion con el peso del animal durante el curso
temporal. Se presentan las barras que corresponden al grupo de riflones Sham (barra
rosa), obstruido (Obs, barras verdes) y contralateral (Cont, barras azules) en los dias 4,
7, 14, 21 y 28 posteriores a la cirugia de OUU. Los datos se presentan como la

mediatSEM. n=10-14. Andlisis de varianza de una via. *p<0.05 vs Sham.

9.1 Parametros respiratorios via ClI

Cuando la respiraciéon se estimulé via Cl (utilizando piruvato, malato y glutamato como
sustratos) se observd una disminucién significativa en el grupo de riflones con obstruccion
(Fig. 14, barras verdes), en los parametros respiratorios S3 (Fig. 14A), S4o (Fig. 14B) y P
(Fig. 14D) desde el séptimo dia. A pesar de esto, el RC no cambi6 a lo largo del curso temporal
(Fig. 14C), lo cual indica que aunque hubo alteraciones durante la obstruccién, las
mitocondrias permanecieron acopladas. En cuanto a los parametros respiratorios de los
riflones contralaterales, no se observaron cambios significativos bajo estas condiciones

experimentales (Figs. 14A-14D, barras azules).
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Figura 14. Parametros mitocondriales asociados alarespiracion via Cl en el modelo
de OUU. Se observa el curso temporal de los grupos obstruido (barras verdes) y
contralateral (barras azules) vs el grupo control (barras rosas). (A) Estado 3 (S3), (B)
Estado 4 inducido con oligomicina (S40), (C) indice de control respiratorio (RC) y (D)
Respiracion asociada a la fosforilacion oxidante (P). Los datos se presentan como la

mediatSEM. n=4-6. Analisis de varianza de una via. *p<0.05 vs Sham.

9.2 Potenciales de membrana mitocondrial via Cl

Cuando la respiracion se estimuld via Cl se observé una disminucion en el potencial de
membrana mitocondrial (AWm) asociado al S3 (Fig. 15A, barras verdes) y en el AWYm
asociado a S4o (Fig. 15B, barras verdes) en el rifién obstruido a partir del séptimo dia, lo

cual concuerda con los cambios que se observaron en ambos estados respiratorios.
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Por otro lado, se determind que en el grupo de rifiones contralaterales el AYm asociado a S3
disminuyé transitoriamente durante los dias 7, 14 y 21 (Fig. 15A, barras azules), mientras
que el AWm asociado al S40 (Fig. 15B, barras azules) se mantuvo constante en la mayoria
de los dias, con excepcion del dia 14. Las variaciones que se observaron en el AWm

contrastan con los resultados que se obtuvieron en ambos estados respiratorios.
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Figura 15. Potencial de membrana mitocondrial asociado a la respiraciéon via Cl en
el modelo de OUU. Se presenta el curso temporal de los grupos: obstruido (barras
verdes) y contralateral (barras azules) vs el grupo control (barras rosas). (A) Potencial de
membrana en el estado 3 (AWm S3), (B) Potencial de membrana en el estado 4 inducido
con oligomicina (A¥Ym S40). Los datos se presentan como la media +SEM. n=4-6. Andlisis

de varianza de una via. *p<0.05 vs Sham.

9.3 Parametros respiratorios via ClI

Cuando la respiracion se estimulé via Cll (utilizando succinato como sustrato) se observé una
disminucion progresiva en los pardmetros respiratorios S3 (Fig. 16A), S4o (Fig. 16B) y P (Fig.
16D) en el rifion obstruido (Fig. 16, barras verdes) desde el cuarto dia. Lo anterior contrasto
con los valores del RC (Fig. 16C) que no presentd cambios significativos, con excepcién del
incremento que se observo en el dia 14, lo cual indica que a pesar los cambios que se
registraron en los parametros respiratorios, las mitocondrias permanecieron acopladas y

bastante eficientes. En cuanto al rindn contralateral, se observé durante el cuarto dia del curso
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temporal un incremento transitorio de los pardmetros respiratorios S3, S40 y P y
posteriormente no se registraron cambios con respecto al control (Fig. 16A, B y D, barras
azules). Contrariamente, el RC permanecié sin cambios durante los primeros dias e

incremento significativamente durante los ultimos dias del curso temporal (Fig. 16C).
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Figura 16. Pardmetros mitocondriales asociados a la respiracion via Cll en el
modelo de OUU. Se presenta el curso temporal de los grupos obstruido (barras verdes)
y contralateral (barras azules) vs el grupo control (barras rosas). (A) Estado 3 (S3), (B)
Estado 4 inducido con oligomicina (S40), (C) indice de control respiratorio (RC) y (D)
Respiracion asociada a la fosforilacion oxidante (P). Los datos se presentan como la

media +SEM. n=4-6. Analisis de varianza de una via. *p<0.05 vs Sham.

40



9.4 Potenciales de membrana mitocondrial via ClI

Cuando la respiracion se estimulé via CIl se observéd que en el rifion obstruido, el potencial
de membrana mitocondrial (A¥m) asociado a S3 (Fig. 17A, barras verdes) y el AWm
asociado a S4o (Fig. 17B, barras verdes) se mantuvieron constantes durante los diferentes
dias de la obstruccion. De igual manera, se observd que en el grupo de rifiones
contralaterales, el AWm asociado a S3 (Fig. 17A, barras azules) y el AWm asociado a S40
(Fig. 17B, barras azules) no presentan cambios significativos en los diferentes dias del curso

temporal.
A) AWm S3 B) AWm S4o0

APM de Saf O/mg

Figura 17. Potencial de membrana mitocondrial asociado a la respiracion via Cll en
el modelo de OUU. Se presenta el curso temporal de los grupos: obstruido (barras
verdes) y contralateral (barras azules) vs el grupo control (barras rosas). (A) Potencial de
membrana en el estado 3 (AWm S3), (B) Potencial de membrana en el estado 4 inducido
con oligomicina (A¥Ym S40). Los datos se presentan como la media +SEM. n=4-6. Andlisis

de varianza de una via. *p<0.05 vs Sham.
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10. Discusion

Existen diversos modelos experimentales de dafio renal que se utilizan para estudiar los
cambios que ocurren durante la insuficiencia renal y que conducen al desarrollo de fibrosis.
Dentro de los que se utilizan con mayor frecuencia destaca la OUU debido a las ventajas que
posee como modelo (Ucero et al., 2014; Martinez-Klimova et al., 2019), algunas de ellas
incluyen: su semejanza con la uropatia obstructiva, un problema clinico frecuente; la sencillez
del procedimiento quirurgico; la baja tasa de mortalidad postoperatoria; la posibilidad de elegir
el momento, duracion y severidad de la obstruccién, que facilita el estudio del dafio renal y la
transicién gradual hacia fibrosis en un periodo relativamente corto (Chevalier et al., 2009;
Hesketh et al., 2014).

Acorde con la literatura, se constatd que conforme se prolonga el tiempo de obstrucciéon
ureteral, los cambios en el rifibn obstruido son cada vez mas notables (Figs.12A-12D,
izquierda). Se observo que desde el cuarto dia, el riidn se vuelve mas palido y tenso al tacto
debido a la hidronefrosis o dilatacién del sistema colector renal producto de la acumulacion
de orina (Jackson et al, 2018). Hasta el dia 14, la hidronefrosis fue sostenida y propicié que
los riflones aumentaran su tamafio y peso significativamente, posteriormente en los dias 21y
28 se observo que el grado de distension ocasioné que el parénquima renal se redujera hasta
formar bordes delgados (Figs. 12C-9D, izquierda) y de bajo peso, que contrastaron con el

resto de los dias (Fig. 13, barras verdes).

En el caso de los rifiones contralaterales se determind que, si bien no hubo hidronefrosis
(Figs.12A-12D, derecha), el peso increment6 ligeramente a partir del cuarto dia posterior a
la cirugia de OUU (Fig. 13, barras azules). Se propone que lo anterior se debe a una
hipertrofia compensatoria que ocurre en respuesta a las alteraciones que acontecen en el
rifidn obstruido (Paulson & Fraley, 1970; Dicker & Shirley, 1971; Zelman et al., 1983; Chevalier
et al., 2000). Asimismo, se plantea que el principal motivo por el que se produce este efecto
compensatorio se debe a que las nefronas de los rilones mamiferos no se pueden regenerar.
Por consiguiente, cuando disminuye el numero de nefronas funcionales y la tasa de filtracién
glomerular en un rifibn o en ambos, las nefronas restantes experimentan cambios anatémicos
(hipertrofia) y funcionales (hiperfuncién) para compensar la pérdida y preservar a cualquier

costo la funcién renal (Skorecki et al., 2011). Algunas de estas modificaciones incluyen el
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aumento del flujo plasmatico, variaciones en los sistemas glomerular y tubular e incremento

de la tasa de filtracion glomerular por nefrona Unica (Fattah et al., 2019).

En el rifidn, las células del tubulo proximal precisan del suministro constante de oxigeno para
satisfacer la gran demanda de energia que requiere la reabsorcion tubular. Debido a lo
anterior estas células requieren de la fosforilacion oxidante y de la sintesis de ATP, procesos
que se llevan a cabo dentro de la mitocondria; por tanto, dado que la funcion renal depende
en gran medida de la actividad e integridad de las mitocondrias, asi como de los procesos que
se llevan a cabo dentro de las mismas (Erin et al., 2017; Aparicio-Trejo et al., 2018), se realizo
un estudio comparativo y funcional de la bioenergética mitocondrial que permitié dilucidar
algunos aspectos del metabolismo renal y los cambios que ocurren durante el dafio por
obstruccién. La bioenergética de ambos rifiones se determind por respirometria de alta
resolucion ya que a diferencia de las oximetrias convencionales, es un método mucho mas
preciso que requiere de una menor concentracién de proteina (Gnaiger, 2008). Con esta
herramienta se evaluaron los cambios en: (1) el consumo de oxigeno asociado a la
fosforilacion oxidante (OXPHOS) y (2) la actividad de algunos componentes del sistema de
transferencia de electrones. De forma complementaria, se evalud el potencial de membrana

mitocondrial mediante fluorescencia.

De acuerdo con los resultados, después de alimentar la cadena respiratoria via Cl, se observo
gue en el rifién obstruido disminuye el consumo de oxigeno asociado al S3 en los dias 7, 14,
21 y 28 posteriores a la obstruccién (Fig. 14A, barras verdes) lo cual indica de manera
general que, tanto la respiracion asociada a la fosforilacion oxidante como la respiracion
asociada a otros procesos independientes de la fosforilacion oxidante, disminuyen durante la
obstruccién. De forma general, algunos de los procesos descritos que consumen oxigeno y
gue son independientes de la fosforilacion oxidante incluyen al propio transporte de electrones
mitocondrial (acoplado al consumo de oxigeno) ya que éste no es eficiente en su totalidad
(ninguin proceso lo es), ademas de reacciones mitocondriales de 6xido-reduccion (redox)
(Herst et al., 2004). En relacién con lo anterior, se ha observado que en el modelo de OUU,
los niveles proteicos de enzimas antioxidantes mitocondriales tales como catalasa, superoxido
dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx) se reducen (Dendooven et al., 2011; Kaeidi et

al., 2020), lo que apunta a un desbalance del equilibrio redox.

Asimismo, después de que se aliment6 la cadena respiratoria via CIl, se observo que
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disminuyd el consumo de oxigeno asociado al S3 desde el cuarto dia posterior a la obstruccion
(Fig. 16A, barras verdes). Esto indica de manera general, que los cambios en el consumo
de oxigeno asociado a la OXPHOS, se presentan con mayor rapidez en la respiracion
asociada al CllI. Lo anterior, posiblemente se debe a la inhibicion de CIl por la acumulacion de
Su sustrato: succinato. De hecho, Liu y colaboradores observaron que en las semanas 1y 3
posteriores a la obstruccion, existe un incremento en las concentraciones de este y otros
metabolitos provenientes del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) (Liu et al., 2016). En conjunto
con nuestros resultados, esto denota que los cambios en el consumo de oxigeno durante la
respiracion asociada a Cll pudiera ser el resultado de la acumulacién de succinato proveniente

del TCA, mismo que a su vez podria tener efecto directo sobre la actividad del Cll mitocondrial.

En cuanto al rindn contralateral, no se observaron cambios en el consumo de oxigeno
asociado al S3 durante la respiraciéon alimentada via Cl (Fig. 14A, barras azules) sin
embargo, via Cll se observ6 un incremento en el cuarto dia (Fig. 17A, barras azules). Esto
demuestra que en el rifidn contralateral la respiracion asociada a la fosforilacion oxidante se
mantiene constante, independientemente del sustrato que se administre. Por otra parte, el
incremento que se observo en el dia 4, demuestra que las primeras respuestas adaptativas

son transitorias y ocurren via CII.

En general, la respiracion mitocondrial opera a un nivel basal que es suficiente para cubrir los
requerimientos energéticos diarios. No obstante, dependiendo de las condiciones celulares
esta energia debe aumentar o disminuir (Yamamoto et al.,, 2016). En el caso del rifién
contralateral, cuando aumenta la carga de trabajo las células del tabulo proximal deben de
filtrar y reabsorber en mayor proporcién por lo gue la capacidad mitocondrial de dichas células
también debe de incrementar para satisfacer los requerimientos de energia adicional y de esta
manera evitar una crisis energética por falta de ATP. En este sentido, la capacidad respiratoria
de reserva se utiliza para describir la cantidad extra de ATP que se puede producir via
fosforilacion oxidante cuando existe un incremento subito de la demanda energética y se
considera un aspecto importante de la funciébn mitocondrial ya que una célula con mayor
capacidad respiratoria de reserva puede producir mayor cantidad de ATP y sobreponerse a
distintos tipos de estrés. En relacion con lo anterior, el Cll participa de manera crucial ya que
se ha observado que cuando incrementa la oxidacion de glucosa y de acidos grasos, este
complejo censa los cambios e incrementa su actividad, ademas de que es fuente de

capacidad respiratoria de reserva (Pfleger et al., 2015). Por consiguiente, es posible que el
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incremento transitorio de la actividad de Cll que se observa en el dia 4, refleje el aumento de
la capacidad respiratoria del rifibn contralateral en respuesta al incremento en la demanda

energeética.

En el caso del rifion obstruido, el consumo de oxigeno asociado al leak durante la respiracion
via Cl disminuye significativamente en los dias 7 y 14 posteriores a la obstruccién (Fig. 14B,
barras verdes), lo cual indica que el consumo de oxigeno no asociado a la sintesis de ATP
fue menor durante estos dias. De hecho, la fuga total de protones de una mitocondria se
atribuye principalmente a dos procesos: el leak pasivo o basal y el leak activo o inducible
(Divakaruni & Brand, 2011). Aungue los mecanismos moleculares que generan el leak basal
no se conocen con exactitud, se sabe de varios factores que lo modifican, por ejemplo: la
superficie de la membrana interna mitocondrial y su compaosicién. En cuanto al leak inducible,
se ha descrito que las proteinas desacoplantes (UCP’s), un tipo de proteinas especificas de
la membrana interna mitocondrial, contribuyen de manera importante al mismo, permitiendo
elincremento en la permeabilidad de los protones y contribuyendo de esta manera al aumento
de la velocidad de respiracion. Por tanto, es posible que la disminucién que se observo en el
S4o via Cl, esté relacionada en parte, con cambios que ocurren tanto en la morfologia de este
organelo asi como en la actividad de las proteinas mitocondriales relacionadas al leak. De
igual manera, en los dias 7, 14, 21 y 28 posteriores a la obstruccion, el consumo de oxigeno
asociado al S4o0 via Cll es menor (Fig. 16B, barras verdes). Lo anterior, junto con los
resultados que se obtuvieron en el S4o0 via Cl, sugieren la hipétesis de que durante las
diferentes etapas del modelo, existen cambios en la estructura y composicién de las

mitocondrias que se traducen en menor leak o fuga de protones.

En el caso del rifibn contralateral, no se observaron cambios en el consumo de oxigeno
asociado al S4o durante la respiracion alimentada via Cl (Fig. 14B, barras azules) y via ClI,
con excepcion del dia 4 (Fig. 16B, barras azules).

De acuerdo los resultados, cuando se estimula la respiracion via ClI, disminuye el consumo
de oxigeno asociado a la P en los dias 7, 14, 21 y 28 posteriores a la obstruccion (Fig. 14D,
barras verdes). De manera similar se observo que, cuando se estimula la respiracion via ClI
el consumo de oxigeno asociado a la P disminuye progresivamente a partir del cuarto dia de
obstruccién (Fig. 16D, barras verdes). En conjunto, esto indica que en el rifién obstruido

disminuye la fosforilacién oxidante, siendo la OXPHOS inducida via Cll la mas susceptible, ya
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gue se observaron cambios desde el cuarto dia.

En el rifion contralateral no se observaron cambios en el consumo de oxigeno asociado a P
durante la respiracion alimentada via Cl (Fig. 14D, barras azules), sin embargo se observo
que via CIl, la OXPHOS incrementé de manera transitoria durante el cuarto dia (Fig. 16D,
barras azules). Lo anterior concuerda con el incremento que se observo durante el S3 vy el
S40 para esta via (Figs. 16A-16B, barras azules). Dichos resultados sugieren que en el
cuarto dia existe una respuesta compensatoria ante los cambios metabdlicos que ocurren en

el rifidén obstruido, la cual no es sostenida a lo largo del curso temporal.

De manera interesante, se observé que aungue en el rindn obstruido la respiracién asociada
a S3, S4oy P, via Cl (Fig. 14C, barras verdes) y via Cll (Fig. 14C, barras verdes) disminuy6
en distintos dias de la obstruccion, el RC no disminuyo, lo cual indica que se mantiene el
acoplamiento entre el transporte de electrones y la fosforilacion oxidante, es decir, no existe
desacoplamiento mitocondrial. No obstante, se determiné que el RC de la respiracion via ClI
incrementa de manera significativa en el dia 14, indicativo de que las mitocondrias en este
tiempo son altamente eficientes (Fig. 16C, barras verdes). Una posible explicacion a estos
resultados, podria ser la disminucién de la masa mitocondrial, pues aunque se observo que
la fosforilacién oxidante disminuye, la eficiencia de estas mitocondrias no disminuye en los
diferentes dias. Dicho de otro modo, es posible que el decremento que se observa en la
fosforilacion oxidante no sea producto de la pérdida en la eficiencia de las mitocondrias (el
RC via Cll no cambia e inclusive incrementa en el dia 14), sino mas bien sea el reflejo de la

disminucién en el nimero de mitocondrias que llevan a cabo el proceso.

En el rifibn contralateral no se observé ninglin cambio en el RC durante la respiracion
alimentada via Cl (Fig. 14C, barras azules), lo cual concuerda con los resultados que se
obtuvieron durante S3, S40 y P. No obstante, se observo que en la respiracion alimentada via
Cll, el acoplamiento entre el transporte de electrones y la fosforilacion oxidante incrementa
durante los dias 21y 28 (Fig. 16C, barras azules). Aunque este incremento indica que existe
una mayor eficiencia, esto no se traduce en una mayor sintesis de ATP, pues no se
observaron cambios en P con respecto al control. A pesar de que en el intervalo de tiempo
que se evalué no se observaron cambios en los rifiones contralaterales, se espera que ocurran
en algln punto como respuesta compensatoria a las crecientes demandas de energia que

propicia la pérdida funcional de uno de los rifiones.
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De forma complementaria a los pardmetros respiratorios S3 y S40, se determiné el AWYm ya
gue es un excelente indicador de la integridad mitocondrial (Divakaruni & Brand, 2011;
Figueira et al., 2012). De acuerdo con el analisis para el grupo de rifiones obstruidos, se
determiné que via Cl, el AWm asociado al S3 disminuye significativamente en los dias 7,14,
21y 28 posteriores a la obstruccion (Fig. 15A, barras verdes). Lo anterior concuerda con los
datos que se obtuvieron en los estados respiratorios S3 y P e indica que existe una
disminucion en la produccion de ATP (disminuye P) que no es producto del desacoplamiento
(el RC no cambia). Una posible explicacién es que, tanto la ATP sintasa, como el nimero de
bombas de protones que contribuyen con el AWYm (ClI, Il y IV) se encuentren disminuidos en
los diferentes dias posteriores a la obstruccion. De hecho, esto concuerda con Nishida et al.,
(2014) quienes reportaron mediante inmunoréplica tipo western que la expresion de la ATP
sintasa y de los complejos mitocondriales (1, II, Il y IV) disminuye en el quinto dia posterior a

la obstruccion.

De manera similar, se observdé que el AWYm asociado a la respiracion durante S4o, via Cl
disminuye significativamente a partir del séptimo dia y permanece disminuido durante los dias
restantes (Fig. 15B, barras verdes). La explicacion mas probable es que, el AWm disminuya
a fin de evitar la produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno (ERO) y de esta
manera prevenir el aumento de estrés oxidante mitocondrial. De hecho, se puede afirmar que
estas mitocondrias se mantienen funcionales aun en las etapas méas avanzadas de la
obstruccion, ya que el analisis del RC indica que no hubo desacoplamiento mitocondrial. Esto
nuevamente reafirma la hipétesis de que los cambios que se observan en la bioenergética,
son reflejo de una disminucién de la masa mitocondrial que ocurre a consecuencia del dafio

por obstruccioén.

Aunque lo anterior sugiere que durante las diversas etapas de la OUU, el dafio asociado a la
produccion de ERO mitocondriales podria estar disminuido, diversos autores reportan que el
estrés oxidante es caracteristico en el modelo (Manucha, 2012; Chevalier et al., 2009; Forbes
et al., 2012; Ucero et al., 2014; Martinez-Klimova et al., 2019). Cabe sefalar que ambas
observaciones no son mutuamente excluyentes, ya que si el AYm permanece muy bajo, no
s6lo disminuye la capacidad para producir ATP (desabasto energético), también disminuye la
produccion de ERO mitocondriales lo que conlleva al desbalance de la homedéstasis redox y

propicia un estado alternativo de estrés denominado “estrés reductor” (Zorova et al., 2018).
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Asimismo, es probable que el estrés oxidante que se observa sea debido al decremento de
las enzimas que forman parte del sistema de defensa antioxidante y al incremento en la
produccion de ERO no mitocondriales. En este sentido, se ha reportado que en el dia 14 de
OUU incrementa la expresion de la NAD(P)H oxidasa (NOX) y disminuye la expresion de las

enzimas catalasa y superoxido dismutasa (Hosseinian et al., 2017; Wang et al., 2017).

Siguiendo con el andlisis para el grupo de rifiones obstruidos, se determiné que via Cll, AWYm
S3 (Fig. 17A, barras verdes) y el AYm S4o0 (Fig. 17B, barras verdes) no disminuyen en
ninguno de los dias posteriores a la obstruccion. Esto indica que la diferencia de potencial
electroquimico que se genera para mantener la fosforilacion oxidante y para mantener otros
procesos que requieren de energia pero que no implican la sintesis de ATP, se mantienen de

alguna manera; se debera estudiar este mecanismo en el futuro.

En cuanto al rifién contralateral, se determiné que via CI, el AYm asociado al S3 disminuye
significativamente en los dias 7, 14 y 21 (Fig. 15A, barras azules) lo cual indica que, la
diferencia de potencial electroquimico generado para la fosforilacion oxidante (AWYm en S3)
cambia, aunque no se observen cambios significativos en P ni en RC. De igual manera
observamos que con excepcion del dia 14, el AWYm asociado al S40 no cambia (Fig. 15B,
barras azules). Una posible explicacién a esto es la presencia de proteinas desacoplantes
las cuales generan un “ligero” desacoplamiento que es benéfico y que reduce el AWYm a
niveles en los que se producen cantidades suficientes de ATP, al mismo tiempo que
disminuye la produccién de ERO mitocondriales (Divakaruni & Brand, 2011; Zorova et al.,
2018). Por otra parte, se determiné que via Cll, el AWYm S3 (Fig. 17A, barras azules) y el
AWm S4o0 (Fig. 17B, barras azules) no cambian.

Lo anterior, en conjunto con los parametros respiratorios, indica que se requieren mas de 28
dias para observar alteraciones en la bioenergética mitocondrial del rifibn contralateral, esto
contrasta con lo que recientemente descubrieron Bianco et al., (2019). De acuerdo con los
autores, en el dia 14 de OUU se observa que la funcion mitocondrial y la homeostasis redox
de los rifiones contralaterales se encuentra deteriorada, no obstante, estas afirmaciones
deben tomarse con reserva ya que acuerdo con sus resultados, no observaron cambios en el
AWm ni en los parametros respiratorios S3, S40 y RC cuando la respiracion es alimentada via
Cl.

48



11. Conclusiones

A lo largo del curso temporal, la OUU induce una respuesta diferencial sobre la funcién
mitocondrial de los dos rifiones: en el obstruido ocasiona una disminucion progresiva de la
capacidad de la OXPHQOS, la cual no estéa asociada al desacoplamiento mitocondrial, mientras
gue en el contralateral no genera alteraciones en la capacidad de la OXPHOS. Sin embargo
ocasiona cambios que podrian ser una respuesta adaptativa a la pérdida de la funcion del
rifidén obstruido. En el presente estudio se describe por primera vez un modelo de dafio renal,
el modelo de OUU, en el que las alteraciones mitocondriales no se encuentran asociadas al
desacoplamiento mitocondrial.

12. Perspectivas

2
%

Realizar estudios de microscopia electrénica y western blot para dilucidar los
mecanismos a través de los cuales disminuye la masa mitocondrial en los rifiones

obstruidos.

R
o

Estudiar los cambios que ocurren en la ultraestructura, dinAmica mitocondrial de

ambos rifiones durante el curso temporal.
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13. Esquemas integrativos

Figura 18. Bioenergética mitocondrial del rifidn obstruido en el modelo de OUU. Se
observa que ocurren diversos cambios en los parametros mitocondriales asociados a la
respiracion alimentada via Cl y via Cll en los dias (D): 4, 7, 14, 21 y 28 posteriores a la
obstruccioén. Las flechas hacia arriba indican incremento, las flechas hacia abajo indican
disminucién y el signo de igual indica que no hubo cambios. Obstruccion unilateral de
uréter (OUU); Cadena transportadora de electrones (CTE); Fosforilacion oxidativa
(OXPHOS); Complejo | (Cl); Complejo 1l (Cll); Estado 3 (S3); Estado 4 inducido con
oligomicina (S40); Control respiratorio (RC); Potencial de membrana mitocondrial
asociado al estado 3 (AWm S3); Potencial de membrana mitocondrial asociado al estado

4 inducido con oligomicina (AWm S40).
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Figura 19. Bioenergética mitocondrial del rifibn sin obstrucciéon o contralateral en
el modelo de OUU. Se observa que ocurren pocos cambios en los parametros
mitocondriales asociados a la respiracion alimentada via Cl y via Cll en los dias (D): 4, 7,
14, 21y 28 posteriores a la OUU. Las flechas hacia arriba indican incremento, las flechas
hacia abajo indican disminuciéon y el signo de igual indica que no hubo cambios.
Obstruccion unilateral de uréter (OUU); Cadena transportadora de electrones (CTE);
Fosforilacion oxidativa (OXPHOS); Complejo | (Cl); Complejo Il (Cll); Estado 3 (S3);
Estado 4 inducido con oligomicina (S40); Control respiratorio (RC); Potencial de
membrana mitocondrial asociado al estado 3 (AWm S3); Potencial de membrana

mitocondrial asociado al estado 4 inducido con oligomicina (A¥Ym S40).
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