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1. Resumen
Antecedentes: La lesion renal aguda (LRA) es una enfermedad multifactorial que afecta
a muchos pacientes hospitalizados alrededor del mundo. Actualmente, no hay cura, sin
embargo; se han realizado diferentes intervenciones para reducir su incidencia y
mortalidad sin éxito. Se ha descrito que los acidos grasos de cadena corta (SCFAS)
poseen propiedades citoprotectoras en modelos de dafio renal y debido a que la fuente
de energia en el epitelio renal son los &cidos grasos, decidimos estudiar si la
administracion de butirato de sodio mejora el dafio inducido por isquemia reperfusion (IR)
en la rata. Métodos: Se incluyeron 63 ratas Wistar macho de 280 gramos (g) de peso,
divididas en los siguientes grupos, 1) Control, 2) Butirato de sodio bajo (BB 300 mg/kg),
3) Butirato de sodio alto (BA 800 mg/kg), 4) Isquemia bilateral de 30 min y reperfusién de
24 horas (h), IR24, 5) IR72, 6) BBIR24, 7) BBIR72, 8) BAIR24 y 9) BAIR72. Después de
24 o 72h de reperfusion los animales se colocaron en jaulas metabdlicas para recolectar
orina, al finalizar se obtuvo una muestra de sangre y ambos rifiones fueron retirados para
estudios de histologia y biologia molecular. Resultados: Los resultados mostraron que la
dosis BA mejor6 parcialmente la funcién renal a las 24hrs, determinada como creatinina
sérica y redujo la cantidad de proteina NGAL en orina después del dafio. Todos los
tratamientos redujeron el dafio estructural determinado por morfometria al disminuir el
area de luz tubular, espacio intersticial y dafio tubular provocado por la IR. También, se
observé que los tratamientos no modifican los niveles de proteinuria, BUN y estrés
oxidante. Conclusiones: El butirato de sodio profilactico en un modelo de IR de 30 min
en dosis de BA reduce parcialmente el dafio funcional tras la LRA determinado por
reduccién de la CrS y el marcador de dafo tubular NGAL. La administracion previa de
butirato a ambas dosis, disminuyé el area de dafio 24 h posteriores a la lesion.
Observamos que la dosis de BA favorece la reparacion del epitelio tubular y reduce la
expresion de VCAM-1 en las células epiteliales a las 72 h post insulto, sin ejercer cambios

en la inflamacion mediada por IL-1[3, ni en la apoptosis celular del tejido.



2. Introduccién

2.1. Elrifidn

2.1.1. Generalidades
Desde un enfoque anatomico y estructural, los riflones humanos son Organos pares,
retroperitoneales con forma ovalada localizados en ambos extremos de la columna
vertebral, con un peso aproximado de 160 g (Restrepo C., et al., 2018; Hall J., 2011,
Boron W., et al., 2017). El rifidn tiene un borde convexo (externo) y céncavo, el hilio
(hacia la linea media). Se compone de dos estructuras, la cortezay la médula. La corteza,
macroscopicamente, es oscura y granulosa, mientras que la médula esta formada por
diversos tejidos en forma de cono denominados pirdmides renales cuya base se orienta

hacia el borde de la corteza y su punta se designa como vértice o papila renal, la cual

. Papila renal

. Capsula renal
Corteza renal

. Columna renal
Rayos medulares
Médula renal

. Seno renal

. Arteria renal

. Vena renal
10.Pelvis renal
11.Caliz renal
12.Uréter

13.Arteria interlobular
14 Arteria arciforme

©ONOOAWN =

Figura 1. Seccién sagital del rifidn. Se observan las estructuras internas del rifién: corteza renal,
médula renal, rayos medulares, cdliz, capsula renal, papila, arterias interlobulares, arterias
aciformes. También son visibles la arteria y venal renal. Montalvo C., et al., 2011.

sefala al hilio, borde externo del rifidn, mismo que se expande y forma la pelvis renal.
Los vértices de cada piramide estan rodeados por calices menores o extensiones de los
calices mayores que se encuentran en el hilio. MicroscOpicamente, en la corteza se

observan los glomérulos (granulos rojos), los distintos tabulos (proximal, distal y
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colector), y los rayos medulares (continuaciones corticales de las piramides renales). En
la corteza y la médula fluye la sangre a través de la arteria renal, que se ramifica en
arterias cada vez mas pequefias denominadas arteriolas aferentes. Cada una de ellas,
termina en una unidad de filtracién sanguinea que se denomina, nefrona. (Hemstreet G.,
1998). El flujo sanguineo en los rifiones comienza con una Unica arteria renal que se
divide en ramas anteriores y posteriores que dan lugar a las arterias interlobares e
interlobulares seguidas de las arterias arqueadas o arciformes, éstas a su vez se
ramifican en las arterias interlobulares ascendentes o corticales radiales que, de forma
perpendicular a la superficie renal, asciende por la corteza, se producen las arteriolas
aferentes. Las arteriolas aferentes continian formando capilares glomerulares que
convergen a las arteriolas eferentes (Boron W., et al., 2017; Carracedo J., 2020; Restrepo
C., et al., 2018). La sangre entra en la nefrona a través de la arteriola aferente y luego
pasa a través del glomérulo. Alli la presion hidraulica generada por el corazén junto con
el tono arteriolar aferente y eferente permite la filtracién de la sangre. La sangre sin filtrar
remanente prosigue su camino por la arteriola eferente con una menor presion hidraulica
(~80% menos) y una presion total de oxigeno de ~40-42 mmHg hasta llegar al lecho
capilar peritubular, donde los tabulos proximales consumen casi la mitad de oxigeno
disponible para generar la energia necesaria para la reabsorcion. A partir de ahi la sangre
viaja a la médula (25-30 mmHg) seguida de la médula interna (10mmHg) donde las
condiciones de hipoxia son cada vez mayores (Clark A., et al., 2020).

2.1.2. Lanefrona
La nefrona es la unidad funcional del rifidbn estd compuesta de conductos largos y
serpenteantes, cada uno de los cuales desempeiia diversas funciones relacionadas con
el mantenimiento de los mecanismos homeostaticos del organismo. Cada rifién contiene
aproximadamente 1,200,000.00 nefronas (Hemstreet G., et al., 1998), cantidad que se
establece durante el desarrollo prenatal, cada una esta formada por: 1) glomérulo, 2)
tubulo proximal, 3) asa de Henle, 4) tabulo distal, y 5) tubulo colector (Figura 2) y se
distribuyen en diferentes areas a lo largo del rifidn, lo que permite su clasificacion en

nefronas corticales o yuxtamedulares (Tabla 1).

10
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Figura 2. Segmentos tubulares basicos de la nefrona: glomérulo (capsula de Bowman), tabulo
proximal, asa de Henle (rama ascendente y descendente), tibulo distal, tabulo conector, tibulo

colector (cortical y medular). Hall J., 2011.

Tabla 1. Células del extremo delgado del asa de Henle. Gartner L., et al., 2008.

Tipo | Localizacion

Caracteristicas

| Nefronas corticales

Células escamosas sin prolongaciones ni
interdigitaciones

Il Nefronas yuxtamedulares, extremo delgado
descendente de la zona externa medular

Células escamosas con muchas prolongaciones,
fascia ocluyente, plegamientos del citoplasma

1l Nefronas yuxtamedulares, extremo delgado
descendente de la zona interna

Células escamosas con menos prolongaciones e
interdigitaciones

v Nefronas yuxtamedulares, extremo delgado
ascendente

Células escamosas con muchas prolongaciones
e interdigitaciones, sin plegamientos en el
citoplasma basal

1) Glomérulo: Esta compuesto por un ovillo de capilares anastomosados que se

invaginan en la cdpsula de Bowman que contiene al espacio de Bowman que es contiguo

a la luz del tubulo. En el glomérulo se realiza la filtracion glomerular la cual conduce al

tubulo proximal por el conducto urinario.

Principal funcién: Filtracion glomerular

2) Tabulo proximal: Se encuentra principalmente en la corteza del rifion y consiste

en partes contorneadas y rectas, ésta Ultima ocupa su espacio en la médula (Hall A., et

al., 2022). El tubulo proximal se puede dividir en tres regiones diferentes denominadas
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S1, S2 y S3, que se diferencian en su ultraestructura celular visible con microscopia
electronica (Hall A., et al., 2022), asimismo su posicion a lo largo del tdbulo varia,
teniendo a la regién S1 mas cerca del glomérulo, en la corteza y a la region S3 desde la
corteza y extendiéndose hasta la médula externa (Boron W., et al., 2017); la posicion de
las regiones se vincula directamente con la cantidad de oxigeno que reciben, siendo que
el flujo sanguineo se distribuye de diferente manera a través de las arterias renales
segmentarias. En las regiones S1 y S2 la sangre circula a través de una red capilar
peritubular; mientras que, la regibn S3 se acompafia de unos capilares largos
denominados vasos rectos o vasa recta (Aranalde G., et al., 2015).

Por otro lado, las paredes del tabulo proximal estan formadas por una monocapa de
células epiteliales polarizadas unidas por un conjunto de uniones intercelulares que
forman una barrera entre el compartimiento apical o luminal y el compartimiento basal
(Hoppensack A., et al., 2014). La superficie luminal de las células del tubulo proximal
estd constituida por mdultiples microvellosidades que forman una estructura cuya
morfologia permite el aumento del area de superficie y favorece los procesos de
reabsorcion debido a la mayor superficie de contacto con la sustancia que se absorbe,
denominada borde en cepillo. Las células epiteliales estdn unidas mediante uniones
estrechas formando puntos de adhesion entre las células y regulan el movimiento
paracelular de iones y moléculas del lado apical al basolateral, ademas de participar en
la polarizacién de las células epiteliales impidiendo el movimiento libre de lipidos y
proteinas a través de la membrana plasmatica; también se compone de uniones
adherentes y desmosomas (Sanz M., 2020); sin embargo, las células contenidas en cada
region difieren entre si, en la regiébn S1 las células tienen microvellosidades largas,
mientras que, en la S2, las microvellosidades son menos y mas cortas. Por otro lado, en
la region S3 las células tienen forma de cubo, son bajas, con pocas mitocondrias poseen

borde en cepillo menos abundante (Tabla 2).

12



Tabla 2. Células del tubulo proximal. Editado de Boron W., et al., 2017.

Region Caracteristicas celulares Imagen

S1 Epitelio cuboidal simple
111 Superficie
111 Borde en cepillo

Microvellosidades largas """"""""""l"
111 Mitocondrias O

S2 Epitelio cuboidal simple

11 Superficie 11 T
11 Borde en cepillo
Microvellosidades medias O

11 Mitocondrias

S3 Epitelio cuboidal simple
1 Superficie i

1 Borde en cepillo O
1 Mitocondrias

Principal funcién: Realiza la mayor parte de reabsorcion del liquido iones como Na*, Cl,

HCO 3, agua asimismo lleva a cabo el transporte y captacion de solutos como sodio,
glucosa, aminoéacidos, lactato, fosfatos, bicarbonato que producen cambios en el
metabolismo; también, regula el transporte de Na* y CI, la excrecién de sustancias de
desecho, la produccién de hormonas y vitaminas, asi como la formacion de fluido tubular
gue dara origen a la orina (Boron W., et al., 2017; Hall A., et al., 2022).

El tdbulo proximal requiere altas cantidades de energia en forma de adenosin trifosfato
(ATP) para sostener sus funciones ya que aproximadamente el 70% del filtrado
glomerular y sus solutos se reabsorben en los tabulos proximales; para satisfacer sus
necesidades de energia, el tubulo proximal depende del metabolismo oxidativo
mitocondrial a partir de la oxidacién de piruvato, aminoacidos y acidos grasos (Schaub
J., etal., 2021; Clark A., et al., 2020; Gao Z., et al., 2022). Por lo tanto, el tabulo proximal
y en especial, la region S3, debido a sus caracteristicas, se convierte en la region mas
sensible a sufrir dafio en condiciones de hipoxia debido a sus altos requerimientos de
oxigeno (Asif S., et al., 2011).

13



3) Asa de Henle: La parte recta del tubulo proximal continGa como el extremo
delgado del asa de Henle descendente que estd compuesto por células epiteliales
escamosas con diferentes caracteristicas dependiendo de su localizacién. Tras el
extremo descendente se observa una curvatura en horquilla denominada asa de Henle
gue se une con la parte recta del tubulo distal que es el extremo delgado ascendente del
asa de Henle y junto con el extremo delgado descendente forman el segmento fino del
asa de Henle. Junto al segmento fino, existe el segmento grueso del asa de Henle que
es la continuacién de la rama ascendente con la distincion de que la pared del asa se
engrosa y se sitla en la corteza renal, en ésta se localiza una placa de células epiteliales
especializadas altas (macula densa) cuyos nucleos se encuentran muy cercanos entre
si (Carracedo J., et al., 2020; Gartner L., et al., 2008). La méacula densa contiene células
con interdigitaciones pronunciadas y multiples mitocondrias lo que estimula que el
intersticio medular sea hiperosmotico (Boron W., et al., 2017).

Principal funcién: Facilita la formacion de un gradiente osmolar en conjunto con los

tubulos colectores, que permite que se concentre la orina mediante procesos de
absorcién de agua y electrolitos. También, en la rama ascendente gruesa, las células
secretan la uromodulina o glucoproteina denominada Tamm-Horsfall (THP). La THP es
la proteina mas abundante en la orina y guarda relacién con el aumento de la superficie
efectiva de absorcion del borde en cepillo de las células de los tabulos proximales (Boron
W., et al.,, 2017; Hemstreet G., 1998; Carracedo J., et al., 2020) ademas, puede
desempeiiar cierto papel en la defensa contra bacterias patégenas en el sistema
genitourinario (Boron W., et al., 2017).

4) Tuabulo distal: El tubulo distal se dispone en la corteza renal y se subdivide en tres
regiones empezando en la macula densa con el tubulo contorneado distal, seguido de
un segmento denominado tubulo de conexion y finalizando con el inicio del tubulo
colector (Boron W., et al., 2017; Galliano S., 2024; Hall J., 2011). El tabulo contorneado
distal (TCD) se localiza en el laberinto cortical y desemboca en un conducto colector de
un rayo medular a través de un tubulo colector (Galliano S., 2024). Las células del TCD
no presentan borde en cepillo, contienen mas ndcleos y menos mitocondrias en

comparacion a las células del tubulo proximal (Aranalde G., et al., 2015).
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5) Tabulo colector: Tras el tubulo contorneado distal, a la altura del laberinto cortical
empiezan los tubulos colectores (tubulo de conexion, tubulos colectores aciformes) que
siguen su camino hacia la médula donde se unen con los conductos colectores. Los
conductos colectores se dividen en corticales y medulares, éstos ultimos contindan su
trayecto hacia el vértice de la piramide, donde confluyen en conductos colectores mas
grandes (Galliano S., 2024) denominados conductos papilares o de Bellini (Aranalde G.,
2015).

Principal funcion: el tubulo distal y el sistema de conductos colectores controlan la

reabsorcion fina y excrecion de sales y agua mediante la accion de diferentes hormonas
como la angiotensina, aldosterona, arginina y vasopresina, finalmente los tubulos
colectores son parte fundamental para el equilibrio acido base (Boron W., et al., 2017).

La funcionalidad de la nefrona esta principalmente enfocada a modificar la concentracion
del fluido tubular para formar orina como producto final. Sin embargo, la pérdida de
nefronas ya sea por lesion, enfermedad o envejecimiento no es un peligro para el

correcto funcionamiento renal en el corto plazo.

2.1.3. Funcioén renal
Los riflones son oOrganos vitales que realizan varias funciones importantes como la
formacién de orina, el equilibrio de liquidos y electrolitos, la regulaciéon del equilibrio
acido- basico, excrecion de productos de desecho, de farmacos y toxinas y secrecion de
hormonas (renina, eritropoyetina, 1-2, dihidroxi-vitamina D3, prostaglandinas) (Bishop
M., 2006).

La capacidad del rindbn para mantener la homeostasis es una actividad que refleja
ampliamente la funcién renal debido a que se encuentra estrechamente ligada con la
funcién de los rifiones para regular la concentracion de agua, la osmolaridad de la orina,
la composicion de iones inorganicos, y mantener el equilibrio acido-base, que en
consecuencia, permite a los rifiones excretar productos como la urea, acido urico y la
creatinina. La urea es una sustancia generada de nitrégeno no proteinico (NNP)
sintetizada en el higado y producto del catabolismo de proteinas, el acido Urico es el
producto final del metabolismo de las purinas como la adenina y la guanina y de la

descomposicion de acidos nucleicos, asi como de la destruccion de tejido. Finalmente,
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la creatinina-NNP, es un producto derivado de la creatina la cual se sintetiza en el higado
a partir de arginina, glicina y metionina, posteriormente, ésta es transportada a otro tejido
como el musculo, donde se convierte en fosfocreatina, que sirve como una fuente de alta
energia, la fosfocreatina pierde acido fosférico convirtiéndose en creatina-misma que
pierde agua y forma la creatinina-, o en productos finales de la degradacion de la
hemoglobina (Bishop M., 2006; Carracedo J., et al., 2020). Existen tres procesos basicos
renales para que se lleve a cabo su funcionalidad, entre los cuales se encuentran:

filtracion glomerular, reabsorcion tubular y secrecién tubular.
2.1.3.1. Filtracion glomerular

La filtracion glomerular es un proceso sin gasto energético en el que la presion
hidrostatica de la arteria aferente introduce la sangre al glomérulo donde se encuentra la
barrera de filtracion compuesta por 3 secciones: 1) Endotelio capilar fenestrado, el cual
evita el paso de células y de la mayoria de las proteinas plasmaticas al tubulo renal,
generando un "ultrafiltrado” compuesto fundamentalmente por agua y elementos de peso
molecular pequefio circulantes en la sangre; 2) la membrana basal glomerular
semipermeable misma que presenta una carga eléctrica negativa debido a su
composicion (colagena tipo IV, V, glicoproteinas y proteoglicanos) que repele a proteinas
de tamafio pequefio y otros elementos cargados negativamente que atravesaron la
barrera endotelial fenestrada; 3) la membrana podocitaria o diafragma de filtracién, que
también es parte de la barrera de filtracién que impide la salida proteinas en el ultrafiltrado
(Boron W., et al., 2017; Hall J., 2011).

2.1.3.2. Reabsorcion y secrecion tubular

Una vez que el ultrafiltrado sale de espacio de Bowman por el polo urinario, entra al
tubulo contorneado proximal en donde se reabsorben diferentes sustancias. La
reabsorcion tubular es el proceso en que las sustancias pasan, mediante transporte
activo y pasivo, del lumen tubular a los capilares peritubulares (Bishop M., 2006). Para
permitir la reabsorcion de mas del 99% de agua filtrada, los tubulos renales establecen
un gradiente electroquimico que se da debido al bombeo de sodio y potasio a través de
la bomba de sodio potasio (ATPasa) localizada en la membrana basolateral creando una

carga intracelular negativa neta que potencian aun mas la reabsorcion de cationes y
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compuestos organicos cationicos (Clark A., et al., 2020). EI movimiento de sodio del
filtrado a través de la célula tubular y de vuelta a la sangre se utiliza para acoplar el
transporte de azucares filtrados, acidos grasos, aminoacidos y minerales de vuelta a la
sangre. Mientras que, estos solutos regresan a la sangre mediante transportadores, el

agua y la urea regresan pasivamente impulsados por la fuerza osmotica.

A medida que el filtrado glomerular pasa por los tubulos renales, éste fluye de forma
secuencial a través de sus diferentes partes (el tubulo proximal, el asa de Henle, el tibulo
distal, el tubulo colector y, finalmente, el conducto colector) para formar la orina (Hall J.,
2011). A lo largo de este recorrido, las concentraciones de minerales, aminoacidos y
glucosa son reabsorbidos y retornan a la circulaciéon. En virtud, 67-80% del agua, sodio
y cloro; 100% de la glucosa (hasta el umbral renal); 98 a 100% de &cido Urico, casi todos
los aminoacidos, las vitaminas, las proteinas y cantidades variables de urea, acido urico

y iones, como el magnesio, calcio, potasio y bicarbonato, son reabsorbidos por él rifidn.

En algunas ocasiones, cuando la concentracion de las sustancias filtradas supera la
capacidad del sistema de transporte, la sustancia es entonces excretada en la orina.
Asimismo, las sustancias y elementos que son innecesarios para el organismo como ion
amonio, creatinina y algunos acidos y bases organicos, son secretados desde el plasma
capilar peritubular hacia el lumen tubular donde se excretan, ademas de toxinas y

sustancias fisiolégicamente no utiles.

Estos procesos de reabsorcion y secrecion son meramente adaptativos y varian en
funcién de las necesidades fisiol6gicas. Por lo que, la mayoria de los nutrientes organicos
como la glucosa y los aminoacidos se reabsorben por completo para mantener o
restaurar concentraciones plasméticas dentro de un rango fisiolégico (Hall J., 2011;
Bishop M., 2006; Carracedo J., et al., 2020).

2.2. Lesion renal aguda (LRA).

La enfermedad renal se encuentra entre las causas mas importantes de muerte e
incapacidad en muchos paises de todo el mundo (Hall J., 2011). Estas se dividen en dos
categorias principales: la insuficiencia renal aguda y la insuficiencia renal crénica; en
donde dependiendo de las caracteristicas de cada una, se pueden ver afectados

diferentes componentes de la nefrona que son esenciales para la funcion renal, tales
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como, los tabulos renales, los vasos renales, los glomérulos y el intersticio renal (Hall J.,
2011).

Clinicamente la lesion renal aguda se define como la disminucién rapida (horas a
semanas), frecuentemente reversible, de la funcién renal provocando la acumulacion de
productos nitrogenados como la urea ademas de la creatinina (Hall J., 2011; Gainza F.,
2023; Miyahira A., 2003; Periz A., et al., 2003). Las principales agresiones toxicas al rifion
gue son capaces de causar esta afeccion son deshidratacion, bajo gasto cardiaco
(miocarditis, valvulopatia, etc.) cirugia mayor, nefrotoxicidad por téxicos exégenos
(antibidticos, antineoplasicos, antiinflamatorios no esteroideos AINES), o enddgenos
(pigmentos, uratos, etc.) mordeduras de serpientes y escorpiones, edema, radiacion
ionizante, medios de contraste, infeccion por SARsCOV2, isquemia reperfusion (IR),
sindrome hepatorrenal, reacciones de transfusidbn hemolitica, envenenamiento con
metales pesados/solventes, sepsis, hemorragia masiva, quemaduras e insuficiencia

cardiaca, entre otras (Bishop M., 2006).

Se ha estimado que la LRA tiene alta prevalencia y alta mortalidad. Por ejemplo, en 2013,
se realiz6 una revision para estimar la incidencia mundial de la LRA, sus etapas de
severidad, la mortalidad asociada y la distribucion geografica. El panorama describe que
la incidencia de LRA, en pacientes hospitalizados es de 21.6% en adultos y 33.7% en
pacientes pediatricos, mientras que, la tasa de mortalidad asociada a LRA es de 23.9%
en adultos y 13.8% (Susantitaphong P., et al., 2013). En 2017, se realizd una revision
para estimar la incidencia mundial de la LRA en relacion con la economia de América
Latina. El panorama describe que la LRA constituye el motivo de consulta mas frecuente
en los servicios de nefrologia. La incidencia varia entre los 2,000 y los 15,000
pacientes/millon de habitantes/afio generando impacto en la morbilidad, mortalidad y
costos de América Latina (Lombi F., et al., 2017). Se estima que la LRA complica mas
del 5% de todos los pacientes hospitalizados y afecta hasta una tercera parte de los

pacientes que ingresan en unidades de cuidados intensivos.

Las causas de la LRA son diversas y cada una de estas causas se encuentra clasificada
de acuerdo a donde se origina el dafio; se enlistan a continuacion: prerrenal, por

disminucién significativa del flujo sanguineo renal; intrinseca o intrarrenal, por
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enfermedades que generan una lesion de las estructuras del rifion y posrenal, por la

obstruccion del flujo de orina proveniente de los rifiones (Porth C., et al., 2020) (Tabla 3).

Tabla 3. Causas de la insuficiencia renal aguda. Clasificacién. Porth C., et al., 2020.

Prerrenal Intrinseca Posrenal
Hipovolemia Isquemia renal prolongada Obstruccion ureteral bilateral
Hemorragia Exposicién a farmacos | Obstruccién vesical

Deshidratacion nefrotéxicos, metales pesados
Disminucion del llenado vascular y solventes organicos

Sepsis Insuficiencia renal aguda
Insuficiencia cardiaca
Exposicion a mediadores
vasoactivos, farmacos, medios de
contraste.

En forma global las causas prerrenales e intrinsecas son responsables de entre el 80%

y el 90% de los casos de LRA.

2.3. Fisiopatologia de la LRA

Durante la LRA, en el riidn pueden observarse cambios a distintos niveles que derivan

en alteraciones funcionales y estructurales especificas (Asif S., et al., 2011).

Los mecanismos descritos para la LRA son varios, en la lesién renal por isquemia
reperfusion una de las principales vias es el agotamiento de las concentraciones de ATP
intracelular en las células tubulares y vasculares que resulta en un desequilibrio en las
numerosas interacciones que se mantienen entre células endoteliales y epiteliales
ocasionando cambios morfolégicos y estructurales, inflamacion, disfuncion endotelial e

incluso apoptosis o necrosis (Asif S., et al., 2011; Bonventre J., et al., 2011).

2.3.1. Cambios morfoldgicos
Una caracteristica propia de la LRA se da en las células tubulares proximales las cuales,
en primera instancia, pierden su borde en cepillo apical. El desprendimiento de este
borde conduce a la formacion de desechos o descamacion unidos a la membrana que
mas tarde se liberan a la luz tubular. Esta pérdida de células tubulares provoca una
dilatacion tubular proximal debido a que se exponen areas de la membrana basal. En
conjunto a la descamacién de las células tubulares con algunos restos de vesiculas,

residuos celulares y la uromodulina (Taam Horsfall), se forman moldes granulares que
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conforme su acumulacion obstruye el lumen del tibulo provocando que la filtracion

glomerular se detenga (Racusen L., 2001; Aranalde G, 2015).

2.3.2. Cambios en el citoesqueleto y estructurales
El rifidn posee una arquitectura unica que le permite llevar a cabo sus funciones. La
citoarquitectura de las células epiteliales renales y la forma en que interactian con la
matriz extracelular o con sus vecinos celulares determinan las propiedades especificas
de permeabilidad y transporte que se observan en los diferentes segmentos a lo largo de
la nefrona (Adler S., et al., 1999; Prozialeck W., et al., 2007). Esta estructura se establece
y mantiene a través de complejos de unién que incluyen uniones adherentes, uniones
estrechas u oclusivas, uniones comunicantes y desmosomas. Cada union esta mediada
por proteinas integrales de membrana denominadas moléculas de adhesiéon que forman
los contactos fisicos necesarios para mantener la estructura (Boron W., et al., 2017;
Prozialeck W., et al., 2007). En el rifidn, las moléculas de adhesion comunmente
encontradas en las uniones estrechas son las ocludinas, la ZO- 1 (Zonula occludens-1)
y claudinas. Mientras que, en las uniones adherentes se encuentran las cadherinas
principalmente las E- y N-cadherina (Figura 3) (Boron W., et al., 2017; Prozialeck W., et
al., 2007; Miller G., et al., 1996). La formacion de las uniones adherentes inicia el
ensamblaje del citoesqueleto subcortical mediante las proteinas de anclaje (vinculina,
catenina a-actinina) que se conectan con los dominios citosélicos de las cadherinas a

una red de filamentos de actina (Boron W., et al., 2017).
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Figura 3. Patrones de expresion de las moléculas de adhesién alo largo de la nefrona. Prozialeck
W., et al., 2007.G: glomérulo; PT: tubulo proximal; LH: asade Henle; DT: tubulo distal; CD: conducto
colector.
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Durante la LRA, el agotamiento de ATP tras la lesidn provoca una ruptura de la F-actina
apical (Figura 4) debido a la despolimerizacion mediada por la filamina, la ezrina y
tropomiosina, perdiendo la forma helicoidal doble de los microtubulos y provocando la
inestabilidad de la membrana superficial por lo que se pierden las uniones estrechas
entre las células esto induce la desorganizacion de la estructura del citoesqueleto lo que
conlleva a la pérdida de las uniones estrechas entre células y pérdida de la funcion celular
(Wagner M., et al., 2008; Oriol-Audit C., 1979).

Fuga de filtrado

Hinchazén de Pérdida de contacto célula-célula

células epiteliales

Redistribucion de las ( O \ O ; \
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Figura 4. Efecto de lalesién renal aguda en el citoesqueleto y en la polaridad de lamembrana apical.
La LRA dafa las células epiteliales, perdiendo la organizacion de la estructura del citoesqueleto,
modificando las uniones estrechas, y ocasionando unapérdida de laregulacion de lapermeabilidad
y en el transporte celular. Ocurrido el dafio, las células tubulares proximales pierden el borde en
cepillo. Las células descamadas forman cilindros que obstruyen la luz tubular, se pierde el
ensamblaje del citoesqueleto compuesto de actina y las bombas de sodio-potasio junto con las
integrinas se re-distribuyen en la membrana apical, ocasionando una deformacion de la estructura
y funcion de la célula epitelial. Pasado el tiempo, las células pueden regenerarse. Editado de Asif
S.,etal., 2011.

De igual manera, tras la disminucion de las concentraciones de ATP en la célula, las B-
integrinas (moléculas de adhesion) se relocalizan de la membrana basolateral a la

membrana apical ocasionando pérdida de la unién de las células epiteliales a la matriz
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extracelular subyacente y por lo tanto su desprendimiento, llevando a la formacion de
desechos celulares y cilindros dentro de la luz tubular. Ademas, también existe la
reduccidn de la expresion y localizacién de la cadherina E y la ocludina ZO-1 que se
encuentran en los complejos de union mismos que participan en el transporte
paracelular, y tienen funciones especificas en la morfologia y polaridad celular, por lo
gue la pérdida de estas moléculas de adhesion conlleva a la ruptura del esqueleto y a su
vez incrementa la permeabilidad paracelular. Aunado a ello, las bombas de Na*/K* ATP
gue normalmente se encuentran ancladas a la membrana basolateral, se redistribuyen a
la membrana apical de la célula tubular proximal ocasionando un transporte bidireccional
de Na*y agua. En consecuencia, se aumenta la concentracion de sodio en el filtrado y
por lo tanto se reduce la tasa de filtrado glomerular (Asif S., et al., 2011; Ramirez V.,
2022).

2.3.3. Disfuncion mitocondrial
Las mitocondrias son organulos intracelulares esenciales en la produccion de ATP.
También, controlan la muerte celular, la inflamacién y las concentraciones de calcio Ca?*
intracelular. Las mitocondrias son dinamicas y se adaptan continuamente a los requisitos
celulares a través de la biogénesis, mitofagia, fusion y fision para mantener una masa de
mitocondrias que funcione de manera éptima dentro de la célula. La intermision de estos
procesos puede causar disfuncion mitocondrial (Fontecha-Barriuso M., et al., 2022; Clark
A., et al., 2020). La disminucién del funcionamiento de las mitocondrias es un trastorno
sustancial de la lesion tubular renal ya que las células tubulares proximales son las mas
abundantes en mitocondrias y su consumo de oxigeno es mayor debido a que
reabsorben la mayor parte del ultrafiltrado glomerular (Fontecha-Barriuso M., et al., 2022;
Clark A., et al., 2020). Estas células dependen del metabolismo oxidativo: oxidacién de
acidos grasos B (FAO) y la fosforilacién oxidativa mitocondrial (OXPHOS) para generar
grandes cantidades de ATP, a través de la cadena de transporte de electrones (CTE)
(Fontecha-Barriuso M., et al., 2022; Clark A., et al., 2020). Los electrones que son
liberados a la CTE reaccionan con oxigeno y permiten la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), ésta formacion comienza con el anién superéxido (O2) que es
convertido a peroxido de hidrogeno (H202) por la accion de la enzima superéxido

dismutasa, a su vez, el peréxido de hidrégeno puede ser reducido a agua por la accion
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de enzimas como la catalasa o bien, a acido hipocloroso (HCIO) por accion de la

mieloperoxidasa (Fontecha-Barriuso M., et al., 2022; Hernandez L., 2017).

Se sabe que la isquemia-reperfusion produce cambios estructurales en las mitocondrias
como la reduccién de su tamafio, el cambio a un perfil redondo y un citoplasma
simplificado plano (Lan R., et al., 2016); también, interrumpe el flujo natural de electrones
a través de la membrana mitocondrial interna mediante complejos enziméticos en la CTE
con la posterior caida del potencial de la membrana que afecta de manera negativa la
permeabilidad selectiva y conlleva a la hinchazén de las mitocondrias. Posteriormente,
se elimina el dafio generado mediante la fision y se suprimen de forma segura las
mitocondrias lesionadas a través de la mitofagia. Dependiendo del grado de la lesion,
puede ocurrir una fision excesiva, también llamada fragmentacién mitocondrial en donde
se da la liberacion de contenido mitocondrial que en consecuencia potencia la
inflamacion y la muerte celular, misma que también esta asociada con la produccion de
especies reactivas de oxigeno mitocondriales (mtROS) que promueven la inflamacién
(Clark A., et al., 2020; Fontecha-Barriuso M., et al., 2022).

Luego de la LRA, las células del tubulo proximal comienzan a regenerarse, en el que a
medida que se des-diferencian, algunas células logran volver a su estado normal,
mientras otras adjudican una estructura simplificada con alteraciones mitocondriales que
en consecuencia perturban el metabolismo energético, aumentando la glucdlisis y la
expresion de enzimas glucoliticas y de fosforilacion inhibitoria de la piruvato
deshidrogenasa (PDH) lo que conlleva a que los tdbulos se vuelvan atréficos (Lan R., et
al., 2016).

2.3.4. Inflamacion
La inflamacion es una respuesta normal del organismo frente a la infeccion, la lesion o el
estrés de tejidos y consiste en el reclutamiento y activacion de células del sistema
inmunitario innato (Moreno M, 2016). Tras la lesion en el rifidn por isquemia reperfusion,
el epitelio tubular lesionado libera numerosas moléculas pro-inflamatorias como el factor
de necrosis tumoral (TNF o), la interleucina (IL)-18, IL-6, IL-8, ligando de quimiocina C-
C (CCL2) y CCLS5, el factor de crecimiento transformante f (TGF-B) y la proteina
activadora de neutrofilos 78 (ENA-78) (Bonventre J., et al., 2011) que ayudan a iniciar la
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respuesta del sistema inmune, reclutando neutrofilos, monocitos/macréfagos, células
dendriticas (CDs), células Natural Killer (NK) y células NKT propiciando la inflamacion.
Aunado a ello, las células epiteliales tubulares expresan diversas moléculas de
reconocimiento como los receptores tipo Toll (TLR), tipo NOD (NLR), entre otros, que
contribuyen a regular el grado de lesion (Moreno M., 2016; Bonventre J., et al., 2011).
Los receptores TLR4 y TLR2 expresados en las células epiteliales tubulares renales (Asif
S., et al.,, 2011) se activan tras reconocer los patrones asociados a daifio (DAMPS)
generados en la isquemia, lo que inicia una respuesta proinflamatoria liberando citocinas,
guimiocinas, moléculas de adhesion y co-estimuladoras (Moreno M., 2016; Bonventre J.,
etal., 2011), lo que atrae aun mas células inflamatorias. Entre esas células inflamatorias,
se encuentran los neutréfilos que son los primeros en acumularse en el sitio de dafio (Wu
H., et al., 2007) principalmente en la red capilar peritubular de la médula externa
(Bonventre J., et al., 2011) los neutroéfilos juegan un papel clave en la respuesta inmune
innata como células con poder fagocitico que al llevar a cabo su funcion, resulta en el
llamado estallido respiratorio, en el cual, con la finalidad de destruir lo que el neutrofilo
ha fagocitado, produce ROS, especies reactivas de nitrdgeno, proteasas,
mieloperoxidasa (MPO) y citocinas, lo que posteriormente conduce a la reduccion en la
integridad epitelial tubular y de las células epiteliales, la citotoxicidad, la degranulacion y
al aumento de permeabilidad vascular, exacerbando el dafio (Bonventre J., et al., 2011;
Moreno M., 2016; Ryoun H., et al., 2009). Otra célula inflamatoria que juega un papel
importante tanto en la inmunidad innata como en la inmunidad adaptativa, son los
macrofagos, que al igual que los neutrofilos poseen poder fagocitico y al activarse
generan citocinas como IL-1p, IL-6, CXCLS8, IL-12, TNF-a que pueden estimular la
actividad de otros leucocitos (Asif S., et al., 2011; Ryoun H., et al., 2009); sin embargo,
hay varios estudios recientes que implican a los macréfagos en la fase de recuperacion
de la LRA inducida por isquemia reperfusion (Bonventre J., et al., 2011; Ryoun H., et al.,
2009; Vinuesa E., et al., 2007).

2.3.5. Disfuncion endotelial
El endotelio es un érgano dinamico que constituye la monocapa interna de las células
gue recubren los vasos. Las células endoteliales tienen diversas funciones, entre ellas,

conservar el tono y permeabilidad vascular a través de la sintesis de vasodilatadores
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oxido nitrico (NO), sulfuro de hidrégeno (H2S), prostaciclinas (PGI2), vasoconstrictores
(endotelina, prostaglandina A2) y mediante el control de la proliferacion de células lisas
vasculares (VSMC) y la angiogénesis a través del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), la angiopoyetina (Ang) y el factor inducible por hipoxia (HIF); mantienen
el balance de la inflamacion a través de la sintesis de la molécula de adhesion intercelular
1 (ICAM1), proteina de adhesién celular vascular 1 (VCAM1), entre otros; la regulacion
del flujo sanguineo, hemostasia y coagulacion a través de la sintesis de factores
procoagulantes (tromboxano A2 (TXA2), factor tisular) y anticoagulantes para promover
un ambiente antitromboético; también juegan un papel clave en la regulacion de la
activacion del complemento y el estrés oxidativo y el reclutamiento y trafico de leucocitos
(Asif S., et al., 2011; Jourde-Chiche N., et al., 2019).

En el rifidn, las células endoteliales difieren en su estructura, funcion y transporte
dependiendo del entorno en el que se encuentren (Figura 5). Por ejemplo, las células
endoteliales peritubulares son células fenestradas, cubiertas por un diafragma delgado
de glicoproteinas; estas células facilitan la reabsorcion y secrecién de fluidos y moléculas

de las células tubulares adyacentes (Jourde-Chiche N., et.al., 2019).
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Figura 5. Células endoteliales en el rifion. Caracteristicas y funcion. Editado de Jourde-Chiche N.,
et al., 2019.

Tras la lesion isquémica, las células endoteliales sufren cambios fenotipicos que
disminuyen la regulacion de las moléculas protectoras como la trombomodulina, la
proteina C reactiva y los niveles de la sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS) que
induce la vasoconstriccion y la agregacion plaquetaria, como resultado se crea un

ambiente hipercoagulante que dafia a las células endoteliales, las células dafiadas sufren
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apoptosis lo que conlleva a la amplificacion de la cascada de coagulacion.
Simultaneamente, la lesion aumenta la expresion de genes que codifican proteinas de
superficie celular (E-selectina) y la expresion de moléculas de adhesion (VCAM1, ICAM1)
que permiten la uniéon de leucocitos activados tras la activacion de los receptores
inflamatorios (Gupta A., et al.,, 2009; Jourde-Chiche N., et al., 2019); éstas uniones
adherentes junto con la alteracion de las uniones estrechas intercelulares, la pérdida de
la monocapa endotelial y el citoesqueleto de actina, la descomposicién de la matriz
perivascular, las alteraciones en la integridad de las uniones adherentes de la
microvasculatura renal y la pérdida de ciertas células endoteliales, modifican la
regulacion endotelial incrementando la permeabilidad microvascular (Sutton T., et al.,
2003).

La combinacion de la adhesion leucocitaria, la activacion continua de la inflamacion, la
coagulacion, y el cambio en la permeabilidad conduce a una extrema disfuncion de las
células endoteliales en donde la funcion microvascular se ve comprometida llevando a la

disfuncion del epitelio tubular y finalmente la del érgano (Asif S., et al., 2011).

2.3.6. Apoptosis y necrosis
Después de la isquemia, las células epiteliales sufren lesiones que, dependiendo de la
gravedad de las mismas, las células tendran la capacidad de recuperar su estructura y

funcién o si la lesién es muy grave, sufriran apoptosis 0 necrosis.
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Figura 6. Vias de la apoptosis. Muerte celular programada, es inducida por dos vias de sefializacion:
via intrinseca (activada por la liberacion de factores pro-apoptéticos mitocondriales) y via
extrinseca (activada por receptores de membrana asociados a muerte). Mitchel R., et al., 2017.

La apoptosis es la muerte celular programada dependiente de energia, en donde las
células se destruyen condensando el material nuclear y citoplasmatico para formar
cuerpos apoptoéticos que son rapidamente fagocitados sin desencadenar reacciones de
inflamacion (Jordan J., 2003; Lieberthal W., et al., 1998). Las vias apoptéticas pueden
ser intrinsecas (mitocondriales) o extrinsecas (receptor de muerte) (Figura 6) y se llevan
a cabo mediante la activacién de diversas moléculas efectoras o iniciadoras (Tabla 4).
La via intrinseca o mitocondrial se activa principalmente por estrés promoviendo la salida
desde el espacio intermembrana de la mitocondria del citocromo C al citosol, en donde
se une a la proteina Apoptosis protease-activating factor-1 (Apaf-1) y ocasiona la
activacion de la enzima caspasa-9. Este mecanismo es controlado por la familia de
proteinas Proto-oncogen del linfoma de los linfocitos B (Bcl-2) como Bax o Bak ya que
regulan la permeabilidad mitocondrial y la liberacién del citocromo C (Garcia M., et al.,
2003). Con respecto a la via extrinseca, ésta se activa mediante la union de algunos
polipéptidos pertenecientes a la familia del factor de necrosis tumoral (TNFa), tales como
FAS y FADD, que al unirse a sus receptores sefializan la muerte celular lo que provoca
la pérdida del potencial de membrana y su desestabilizacion (Garcia M., et al., 2003;
Abbas A., et al., 2021). Durante la isquemia reperfusion, las dos vias apoptoticas se
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activan, siendo reguladas por las concentraciones de las proteinas pro-apoptoticas como
son la proteina asociada a BCL-2(BAX), el agonista de la proteina de muerte asociada a
BCL-2 (BAD), y agonista de muerte BH3(BID) y las anti-apopto6ticos como la proteina de
Bcl2 (Tabla 4) (Edelstein L., et al., 2003; Rodriguez I., et al., 1997). De igual manera, el
factor de transcripcion NFxB y la proteina p53, tienen un rol importante en la activacion
de inflamacién y la apoptosis durante la isquemia, ya que el factor de transcripcion pro-

apoptotico central p53 se puede activar por hipoxia (Kelly K., et al., 2003).

Tabla 4. Vias apoptéticas que se activan durante la LRA. Receptores, moléculas efectoras y
factores/genes reguladores. Editado de Rodriguez I., et al., 1997.

Vias apoptéticas

Intrinseca Extrinseca
Familia Bcl2 FAS, FADD
Citocromo C TNFa

Caspasa-9 Caspasa-8

Factores moduladores de la apoptosis

Factores externos Factores genéticos

A) Estimulantes de la apoptosis
Citocinas (TNFa, TGF-B, IL-1B)
Receptores transmembrana (receptor FAS, rTNF)
B) Supresores de la apoptosis
Factores tréficos de crecimiento (IL3, IL-4, IL-6,

CSF, EGF)

Bcl2: proteina de célula B de linfoma; FAS: proteina dependiente de citotoxicidad, CD95 o proteina apoptotica-1;
FADD: proteina con dominio de muerte asociado a Fas; TNFa: Factor de Necrosis Tumoral o, ; p53: gen de supresion
tumoral p53; NFkB: factor de transcripcion kappa B; TGF-B: factor de crecimiento transformante beta; IL-1:
interleucina 1 beta; rTNF: receptor de TNF; IL3: interleucina 3; IL-4: interleucina 4; IL-6: interleucina 6; CSF: Factor
estimulante de colonias e granulocitos; EGF: factor de crecimiento epidérmico; Ipr: receptores de inositol 1,4,5-
trifosfato; Bax: proteina asociada a Bcl-2; Bcl-xs: linfoma de células B extra chico; Bcl-x.: linfoma de células B extra
grande.

A) Genes estimulantes de la apoptosis
p53, lpr, Bax, Bcl-xs

B) Genes supresores de la apoptosis
Bcl-2, Bel-x.

Finalmente, la necrosis es un mecanismo controlado de muerte celular que se caracteriza
por la liberacién rapida del material citoplasmatico y nuclear de la célula en el lumen o el
intersticio tras la pérdida de la integridad de la membrana por la anterior hinchazén celular
(Lieberthal W., et al., 1998; Rodriguez I., et al., 1997). EI mecanismo de las células
necrosadas durante la isquemia comienza con la deplecion de ATP llevando a una lesion
mitocondrial y detiene la fosforilacion oxidativa reduciendo el ATP e incrementando la
cantidad de ROS desestabilizando las proteinas del citoesqueleto son necesarias para

mantener la adhesion intercelular y las interacciones intracelulares (Galli F., et al., 2005).
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En resumen, durante la isquemia, se presenta una disminucion de flujo sanguineo renal
provocando una deplecion de ATP; que conlleva a la generacidén una lesion estructural
en las células epiteliales tubulares renales (Diaz de Le6n M., et al., 2017). Sin embargo,
se sabe que el principal segmento afectado durante la lesion renal aguda es el tubulo
proximal, principalmente la region S3. En donde, se produce una pérdida del borde en
cepillo, induciendo un cambio en la polaridad de las células lo que resulta en la disfuncién
de los mecanismos de transporte de moléculas energéticas, solutos y nutrientes; aunado
a ello, el desacople de la cadena respiratoria induce la formacion de radicales libres
(ROS), incrementando el estrés oxidante y la liberacion del citocromo c, esto conducira
a la apoptosis. Otra de las consecuencias de esta alteracion, es la descamacion de
células y cilindros tubulares causando obstruccion tubular y el incremento de la presion
intraluminal; también, inducen la activacion de la cadena inflamatoria, hay aumento de
moléculas quimio atrayentes e infiltracion de macréfagos y neutrofilos, dando paso a la
desdiferenciacion celular, lo que a su vez activara procesos de diferenciacion y
reparacion para las células parcialmente dafiadas de 24 hasta 72 h posteriores al dafio
(Yu S., et al., 2020; Pickkers P, et.al, 2021; Kwiatkowska E., et al., 2021; Li Y., et al.,
2020; Lupusoru M., et.al, 2021; Vaidya V., et al., 2008).

2.4. Acidos grasos: acidos grasos de cadena corta en el tejido renal

Los &cidos grasos son compuestos anfipaticos que poseen una cadena hidrocarbonada
(extremo no polar) con un grupo carboxilo terminal (extremo polar). Los acidos grasos
difieren entre si, por la longitud de su cadena y por el nUmero y la posicion de sus dobles
enlaces. (Campbell M., et al., 2004; Nelson D., et al., 2009).

Los &cidos grasos ejecutan un papel de suma importancia en los tejidos de los
mamiferos, ya que son combustibles ricos en energia, con un aproximado de 9 kcal/g
como contenido energético, que se almacenan en grandes cantidades en las células en
forma de triacilglicéridos (Nelson D., et al., 2009). Los &acidos grasos cubren hasta el 40%
de las necesidades totales de energia en el hombre (Nelson D., et al., 2009) siendo el
combustible preferido en el metabolismo del tejido adiposo, musculo cardiaco, musculo
esquelético en reposo e higado (Brandan N., et al., 2014). También, bajo condiciones

normales, el rifidn es el segundo 6rgano después del higado en metabolizar el lactato,

29



acido carboxilico (Bellomo R., 2002), esto debido a que el rifidbn es un érgano altamente
metabdlico que contiene mas mitocondrias por peso que cualquier otro 6rgano (Clark A.,
et al., 2020) y requiere una gran cantidad de ATP para mantener su funcion de filtracion-
reabsorcion (Gao Z., et al., 2022). El mayor consumo de ATP se da en el tubulo proximal
de la nefrona, que se encuentran en la corteza renal en la que hay un alto suministro de
oxigeno y densa concentracion de mitocondrias, por lo que las células tubulares a pesar
de utilizar varias vias y diferentes fuentes de combustible para producir ATP, la energia
se crea a través del metabolismo aerdbico sin la participacion esencial de la glucolisis
(Clark A., et al., 2020); siendo la B-oxidacion la que produce los sustratos para el ciclo
de Krebs la via preferida para la generacion de ATP (Gao Z., et al., 2022; Clark A., et al.,
2020). La oxidacion de los acidos grasos se realiza en la matriz mitocondrial y procede
por eliminacion sucesiva de unidades de dos carbonos en forma de acetil-coenzima A
(CoA). Cada escision de dos carbonos requiere de una secuencia de reaccion de cuatro
pasos llamada (-oxidacion (Campbell M., et al., 2004). La B-oxidacién es el proceso
central de catabolismo de los &cidos grasos y dependen de la accién tanto de los
peroxisomas como de las mitocondrias (Fransen M., et al., 2017; Gao Z., et al., 2022).
Los acidos grasos se transforman a acil-CoA, gracias a la activacion de acil-coenzima A
sintetasa, de ahi el acil-CoA es transportado por la carnitina palmitoil transferesa 1
(CPT1) que se encuentra en la membrana externa de las mitocondrias, catalizando la
sintesis de acil-carnitina a partir de acil-CoA graso y carnitina. Posteriormente, la acil-
carnitina entra a la matriz mitocondrial con la ayuda de la translocasa carnitina-
acilcarnitina y acil-carnitina y se transforma nuevamente en acil-CoA bajo la accién de
carnitina acil-transferasa Il. Ya en la membrana interna mitocondrial la acil-CoA sufre una
oxidacion por flavina adenina dinucle6tido (FAD) mediada por la acil-CoA
deshidrogenasa, seguida de una hidratacion mediada por enoil-CoA hidratasa que da
como resultado B-hidroxiacil-CoA. Por ultimo, esta molécula sufre una oxidacion por la
coenzima nicotinamida adenina dinucledtido en su forma oxidada (NAD*) con una tiolisis
por CoA subsecuente. Como resultado se obtiene acetil-CoA, nicotinamida adenina
dinucledtido reducida (NADH) y dinucleétido de flavina-adenina reducido (FADH2)
(Figura 7) (Gao Z., et al., 2022). El acetil-CoA entra al ciclo del &cido tricarboxilico (TCA)
para someterse a la oxidacion mitocondrial (Schaub J., et al., 2021). De igual manera el
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acetil-CoA sirve como sustrato en el ciclo de Krebs, lipogénesis y cetogénesis. Mientras
qgue el NADH y FADH2 generado tanto en la 3-oxidacion como en el ciclo de Krebs y el
ciclo del &cido tricarboxilico, son esenciales en la cadena de transporte de electrones
gue genera un potencial electroquimico que se utiliza para impulsar la fosforilacion de
ADP a ATP (Schaub J., et al., 2021).
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Figura 7. Via de B-oxidacion. Representacion del metabolismo de acidos grasos a través de la B-
oxidacion.

Cada ciclo de B-oxidacion produce una molécula de acetil-CoA, una de NADH y una
FADH:. El metabolismo adicional del ciclo del TCA de 1 acetil-CoA produce 10 moléculas
de ATP, que junto con la oxidacion de NADH y FADHz2, produce un total de 14 moléculas
de ATP (Schaub J., et al., 2021). El nUmero de moléculas de acetil Co-A que se produce
es igual a la mitad del nimero de &tomos de carbono en el 4cido graso original (Campbell
M., et al., 2004).

A pesar de que cualquier tipo de acido graso puede utilizarse como precursor de la B-
oxidacion, durante la isquemia, se acumulan productos de hidrélisis como lactato, £
hidroxibutirato y citrato (Jouret F., et al., 2016). Siendo que, a falta de oxigeno, los acidos
grasos de cadena corta (SCFAs), y otros productos de desecho como los cuerpos
cetonicos son empleados como fuente de energia de las células tubulares (Denoon T.,
et al., 2020).

31



2.4.1 Acidos grasos de cadena corta
Los &cidos grasos de cadena corta (SCFAS) son acidos monocarboxilicos con una
cadena que consta de uno a seis a&tomos de carbono saturados. Entre los principales
SCFAs se encuentran: lactato, piruvato, propionato, acetato, el acido isobutirico, butirico,
isovalérico, valérico y caproico. Siendo los mas estudiados, el acido propionico, acido

acético y acido butirico (Figura 8) (Mateos M., et al., 2021).

Los SCFAs se pueden encontrar como acidos grasos libres en el tracto gastrointestinal,
principalmente en el colon, pero también se encuentran en el intestino, en el higado y en
el riidn (Manrique D., et al., 2017) y son producidos mediante vias metabdlicas a partir
de la fermentacion de polisacaridos por bacterias anaerobias. La fibra insoluble es el
carbohidrato que genera en mayor cantidad SCFAs debido a su alta capacidad de
fermentacion. Sin embargo, los almidones resistentes son el mayor sustrato de
produccion de acido butirico (Patindol J., et al., 2010). Por otro lado, los oligosacaridos
también se consideran, aunque en menor proporcion, sustratos de SCFAs (Macfarlane
S., etal., 2003). La produccién de SCFAs es un proceso dinAmico y complejo que incluye
varias vias enzimaticas, y varia de acuerdo al consumo de alimentos en la dieta, la
composicién de la microbiota y el tiempo del transito intestinal. En general, se produce
un aproximado de 600 mmol/L/dia de SCFAs en el intestino y una pequefia cantidad de
ellos se encuentra en forma no ionizada, lo que permite que atraviesen la barrera epitelial;
el resto, y la mayoria, se encuentran en forma ionizada y precisan de transportadores
especializados para su absorcion como lo son el transportador de monocarboxilatos 1
(MCT-1), de monocarboxilatos 2 (MCT-2), el transportador de monocarboxilatos
acoplado a sodio 1 (SMCT-1), el transportador de monocarboxilatos acoplado a sodio 2
(SMCT-2) (Agudelo O., et al., 2016; Dave R., et.al. 2015; lIwanaga T., et al., 2006; Mateos
M., et al., 2021). Estos transportadores se expresan a lo largo del tracto gastrointestinal,
incluyendo el intestino delgado y el ciego, en el rifidn, el cerebro y la retina (Agudelo O.,
et al., 2016; Ganapathy V., et al., 2008).

SMCT1 y SMCT2 pertenecen a la familia de proteinas SLC5A llamados SLCA5A8 y
SLCA5A12, respectivamente. SMCT1/SLC5AS esta localizado en la membrana apical de
las células epiteliales del tracto intestinal y del tibulo proximal en la region mas distal S3
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(Ganapathy V., et al., 2008; Frank H., et al., 2008). Sus principales funciones son la
absorcion de SCFAs en el coldn, la reabsorcion de lactato y piruvato en el rifion, y la
captacion celular de lactato y cuerpos ceténicos en las neuronas. Mientras que,
SMCT2/SLC5A12 se encuentra en el tubulo proximal principalmente en la zona S1y S2
(Ganapathy V., et al., 2008).

Por otro lado, los MCT1 y MCT2 pertenecientes a la familia SLC16A se localizan en la
membrana basolateral de las células epiteliales y promueven la salida de
monocarboxilatos para ser incorporados al torrente sanguineo. MCT1 se expresa en el
segmento S1 del tabulo proximal mientras que MCT2, se localiza en el asa de Henle y
tubulo distal (Ganapathy V., et al., 2008).
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A los SCFAs se les relaciona con diversas funciones, ademas del aporte de energia a
células a nivel gastrointestinal, muestran la capacidad de influir en la produccion de
células T helper, anticuerpos, citocinas y contribuyen al mantenimiento de la homeostasis
de la mucosa intestinal y de la glucosa (Agudelo O., et al., 2016; Cigarran G., et al., 2017).
También, muestran efectos de proteccion sobre la metabolizaciéon de la energia lo que
se considera factor importante para el tratamiento o prevencién de enfermedades
metabdlicas. En cuanto a efectos antiinflamatorios, los SCFAs también muestran
efectividad al inhibir a las células inmunes proinflamatorias (macréfagos M1 y los
neutrofilos), reduciendo asi la produccion de citocinas proinflamatorias, al activar a las

células anti-inflamatorias (macrofagos T reguladores y M2) (Mateos M., et al., 2021).

Recientemente, se ha demostrado que los SCFAs poseen propiedades antiinflamatorias
en diferentes modelos metabdlicos, lo que sugiere que podrian participar en la
regeneracion del rifion en condiciones de dafio. Khan S y Jena G en un estudio en 2014

encontraron que al administrar dosis altas de butirato de sodio (BuNa) (500 mg/kg/dia)
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en roedores con nefropatia diabética, los marcadores de dafio renal (BUN y creatinina)
disminuian, asi como el dafio estructural y la fibrosis (Khan S., et al., 2014). En 2019, se
realizé un estudio con un modelo de nefropatia por adriamicina en donde se observo que
disminuyé la proteinuria preservando la funcion del podocito tras la alimentacion de los
animales con un compuesto de almidon de maiz con alto contenido de amilosa que

contenia 15% de butirato unido a la fibra durante 8 semanas (Felizardo R., et al., 2019).

En el modelo de dafio renal agudo la administracion de B-hidroxibutirato o butirato de
sodio se han asociado con reduccion parcial de dafio funcional y estructural, ademas con
reduccion de la inflamacion y el indice de apoptosis y piroptosis 24 h después de ocurrido
el dafio (Wei T., et al., 2014; Zheng Y., et al., 2019). Resultados similares han sido
observados con la administracion de acetato en durante LRA inducida por sepsis (Al-
Harbi N., et al., 2018). Adicionalmente hay evidencia que la administracion de cuerpos
cetdnicos o sus analogos mejoran el dafio estructural en modelos de fibrosis renal, como

lo es la administracion de acido aristoloquico (Novitskaya T., et al., 2014)

Estudios anteriores en nuestro laboratorio muestran que posterior a la LRA se activan
mecanismos de reparacion y de progresion del ciclo celular desde las 6 hasta
transcurridas 24 h de la lesion, de igual forma observamos que la LRA indujo reduccién
de la expresion de proteinas transportadoras (iones y moléculas energéticas) (Kim TM.,
et al., 2011). Estos resultados muestran que la administracion de SCFAs podrian ser una

herramienta terapéutica Gtil en el manejo de LRA u otras patologias renales.

Debido a que la LRA no tiene cura o un tratamiento estandar, durante un par de décadas
se han empleado diferentes estrategias para su prevencion y tratamiento, que van desde
meétodos conservadores como el hidratar a los pacientes y verificar el minimo incremento
de la creatinina sérica o marcadores de dafio tubular como son Kim-1 y lipocaina
asociada a la gelatinasa de neutroéfilos (NGAL), hasta la administracion de farmacos que
eviten o reduzcan la falla como antioxidantes, antagonistas del sistema renina
angiotensina aldosterona, antinflamatorios, control de electrolitos séricos, e incluso
compuestos bioactivos derivados de plantas como polifenoles, fitoestrogenos entre otros,
sin embargo, estos trabajos sOlo muestran resultados en donde se reestablece o

previene parcialmente la LRA (Diaz de Leon M., et al., 2017; Ramirez V. et al., 2022) por
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lo que es necesaria la busqueda de nuevos tratamientos. Es probable que los SCFAs,
gue son la fuente de energia de las células renales, puedan prevenir o reducir la LRA;
aln no se conoce si una unica dosis de acidos grasos (butirato de sodio) podria tener
efectos sobre la funcion renal después de un evento de LRA, y alin no se sabe si podrian
participar en el restablecimiento de la funcién y arquitectura del tejido renal después de
24 y hasta 72 h posteriores al dafio cuando se activan los procesos de reparacion (White
K., etal., 2023; Guler M., et al., 2023; Amarasiri S., et al., 2023; Paes A., et al., 2023).
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3. Planteamiento del problema

Las causas de la LRA son diversas y su incidencia muy alta en el mundo, ésta incluso,
puede incrementarse en aquellos pacientes en unidades de cuidados intensivos, las
causas varian desde: ingerir farmacos nefrotoxicos como antibiéticos o medios de
contraste, por la deplecion de volumen, la presencia de enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares, deshidratacion, presencia de sepsis, someterse a una cirugia mayor e
incluso a un trasplante de 6rganos. Bajo condiciones de dafio las células epiteliales
activan mecanismos de reparacion y proliferacion celular, priorizando la reparacion,
postergando los mecanismos que permitan mantener el balance energético. Debido a
gue las células del epitelio del tubular son capaces de producir, transportar y emplear a
los SCFAs como fuente energética en condiciones normales y de estrés, estamos
interesados en comparar los efectos de la administracién de una dosis Unica alta o baja
de butirato de sodio 24 h previo a la lesion renal aguda, respecto al dafio y a la expresion
de las proteinas involucradas en su transporte y sefializacion, asi como en su capacidad

de regeneracion del epitelio tubular.
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4, Hipotesis
La administracién de una Unica dosis de butirato de sodio en concentracion alta o baja
modificaréa el dafio funcional y estructural inducido por un proceso de LRA (isquemia
reperfusion bilateral de 30 min) en la rata, asi como favoreceran cambios en las vias de
regeneracion celular como, diferenciacion, inflamacion, estrés oxidante y proliferacion

después de 72 h de ocurrido el insulto.

5. Objetivo General

Conocer el efecto dosis dependiente de butirato de sodio sobre la lesion renal aguda en
un modelo de isquemia reperfusion de 30 minutos (min) en la rata (IR de 30 min) 24 h
posteriores al dafio y determinar si participa en la activacion de la reparacion de la funcién
y estructura renal después de 72 h de ocurrido el dafio.

6. Objetivos especificos

1. Determinar si dosis baja 300mg/Kg/dia o alta 800mg/Kg/dia de butirato de
sodio modifica el dafio renal inducido por isquemia reperfusion bilateral.

2. Cuantificar parametros bioquimicos y fisiolégicos renales, asi como
marcadores de dafio renal en plasma y orina (Creatinina sérica, depuracion
de creatinina, proteinuria, BUN y marcador de dafio renal NGAL).

3. Determinar el estado de Oxido/reduccién por medicién de peroxido de
hidrogeno en orina.

4. Determinacion del dafio estructural por analisis morfométrico tras la tincion
de H&E.

5. Determinar los marcadores de inflamacion y reparacion celular como son
IL1B y VCAM a través del andlisis de inmunohistoquimica.

6. Determinar el indice de apoptosis con la ayuda del ensayo de TUNEL.
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7.1.

Metodologia

Inclusién de animales.

Este proyecto fue aprobado por el comité de bioética institucional del INCMNSZ con el
ndimero CICUAL-CEX-2054-22-25-1.

Se incluyeron 63 ratas Wistar macho de 250 g-280 g de peso se dividieron en 9 grupos

aleatoriamente (Figura 9).

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Control o falsamente operado (sham).

Grupo que recibio butirato a una dosis baja de 300 mg/kg (BB) y evaluado
24 h después.

Grupo que recibié una dosis alta de 800 mg/Kg de butirato (BA) y evaluado
24 h después.

Isquemia Reperfusion (IR) bilateral 30 min por colocacién de un clip de
aneurisma en ambos pediculos renales con 24 h de reperfusion (IR24).

IR bilateral 30 min por colocacion de un clip de aneurisma en ambos
pediculos renales con 72 h de reperfusion (IR72).

Grupo administrado con una dosis Unica baja de butirato de sodio (300
mg/Kg/dia) 24 h previas a la IR30 con 24 h de reperfusion (BBIR24).

Grupo administrado con una dosis Unica baja de butirato de sodio (300
mg/Kg/dia) 24 h previas a la IR30 con 72 h de reperfusion (BBIR72).

Grupo administrado con una dosis Unica alta de butirato de sodio (800
mg/Kg/dia) 24 h previas a la IR30 min con 24 h de reperfusion (BAIR24).
Grupo administrado con una dosis Unica alta de butirato de sodio (800
mg/Kg/dia) 24 h previas a la IR30 min con 72 h de reperfusion (BAIR72).
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Figura 9. Metodologia del proyecto.

Administracion de butirato de sodio via oral: Se utilizd una solucién stock de butirato de
sodio (250 mg/ml). Los animales recibieron la dosis de butirato via oral 24 h previas al
procedimiento quirdrgico (336 uL y 900 uL a los animales que recibieron la dosis baja o
alta, respectivamente) mediante una canula rigida cuidando que ésta entrara con
facilidad en la boca del animal, sin presencia de resistencia, jadeos o ahogamiento (Kim
TM.,, et al., 2011).

Procedimiento de isquemia reperfusion bilateral:

En condiciones de asepsia, los animales fueron colocados en una maquina de anestesia
para roedores (Kent Scientific Somno Suite) empleando una dosis de isoflurano al 5%
para induccién. Una vez bajo anestesia los animales fueron rasurados del area
abdominal y se colocaron en una cama homotérmica, monitoreando su temperatura
mediante una sonda rectal. Con una dosis de mantenimiento del 1.5-2% de anestesia
durante el procedimiento, se realizdé una incision media abdominal, exponiendo ambos
rifones, induciendo la isquemia por la colocacién de un clip no traumético de micro
aneurisma en ambos pediculos renales durante 30 min. Transcurrido el tiempo los clips
fueron removidos, verificando la reperfusion visualmente por cambios en la coloracion
del tejido renal. Posteriormente los animales se suturaron con seda USP 3-0, se les
administré analgesia via subcutanea (Meloxicam 2 mg/Kg/dia) para evitar dolor y se
dejaron evolucionar 24 o 72 h. A las ratas falsamente operadas solo se les realizo

laparotomia y sutura con seguimiento por 24 h.
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Después de su recuperacion los animales fueron colocados en jaulas metabdlicas de
manera individual para la recoleccion de orina por aproximadamente 18 h, donde tuvieron
libre acceso a agua.

Procedimiento de eutanasia.:

Previo a la eutanasia los animales se anestesiaron con una dosis de pentobarbital. Se
colocaron en una mesa termo regulada y se procedi6 a realizar una incision no invasiva
en la pata del animal de modo que la arteria femoral estuviera expuesta para la toma de
muestra de sangre, posteriormente, uno de los rifilones fue extraido y separado
macroscopicamente en corteza 'y médula renal y congelado inmediatamente a -80°C para
estudios de biologia molecular, mientras que el otro fue perfundido con solucion
amortiguadora de fosfatos tibia y posteriormente retirado para ser fijado en una solucion
de formaldehido al 10% para estudios histolégicos y moleculares (Kim TM., et al., 2011).
La orina recolectada de cada animal individual se dividi6 en alicuotas de
aproximadamente 2 mL, una de las muestras de cada rata fue utilizada inmediatamente
para la mediciébn de cetonas, mientras que las demas se almacenaron a -80°C para
posteriores andlisis bioquimicos y moleculares.

El volumen de sangre se extrajo de la arteria femoral del animal bajo anestesia y se
recolecté en tubos que contenian heparina para evitar su coagulacién. Enseguida, las
muestras se centrifugaron a 15000 rpm durante 8 min para aislar el plasma, se separ6
por pipeteo y las muestras aisladas de plasma se dividieron en alicuotas de 2 mL, una
de las muestras de cada rata fue utilizada inmediatamente para la medicién de cetonas

y el resto se almacend a -80°C hasta su uso posterior.

7.2. Determinacidon de niveles de cuerpos ceténicos en plasma y orina

Teniendo las muestras de orina y plasma, se procedié a realizar la cuantificacion de
cetonas en ambos mediante tiras reactivas de uroanalisis (MEDICON) exponiendo la tira
aproximadamente 40 segundos a la orina o al plasma y tras un corto tiempo de espera,
se forma un complejo colorido que es capaz de compararse con una escala de lectura

predeterminada (Figura 10).
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Figura 10. Escala de lectura de concentracion de cetonas (0, 0.5, 1.5, 4, 8 y 16 mmol/L) de tiras
reactivas de uroanalisis MEDICON. La intensidad de color de la tira tras ser sumergida en orina se
compara con el cuadro para determinar la concentracion de cetonas.

La prueba se basa en la reaccién especifica del nitroprusiato sodico y glicina con el &cido
acetoacético y la acetona en un medio alcalino para formar el complejo de color violeta

(Campuzano M., et al., 2007).

7.3. Determinaciéon de dafio renal mediante estudios bioguimicos

7.3.1. Medicion de creatinina en suero y depuracién de creatinina
Una vez recolectada la orina y el suero, para determinar los valores de creatinina, se
realiz6 una determinacion colorimétrica empleando un estuche comercial Bio Assays que
se rige mediante el método Jaffé (Figura 11) mismo que utiliza el acido picrico como
sustrato en medio alcalino para formar un complejo con la creatinina que presenta un
color amarillo-rojo. Para medir su concentracion se utiliz6 una curva estandar de
creatinina con concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 10 mg/dL partiendo de
un stock de 50 mg/dL. Se realizaron diluciones 1:20 de cada muestra de orina y se
procedio a colocar en el plato de microensayo de ELISA 30 uL de la dilucion de orina o
de muestra de plasma de cada una de las ratas por duplicado, enseguida se agregaron
200 pL de la mezcla de reaccién, misma que se prepard 1:1 de reactivo A (hidroxido de
sodio 1.69%, EDTA 0.05%) y reactivo B (acido picrico 0.50%, dimetil sulfoxido 20%,
polisorbato 20 0.20%). Se incubaron a temperatura ambiente y se realiz6 la medicion de

su absorbancia al minuto y a los 5 min a 510 nm.
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Figura 11. Reaccion de Jaffé. La creatinina reacciona con el acido picrico en medio alcalino
produciendo el cromoéforo.

La concentracion de creatinina se determiné utilizando la curva estandar, considerando
la solucién empleada mediante la siguiente ecuacion:
[Creatinina] = 0D (510nm)s i, — 0D (510nM)4 1min

Donde:

-0OD (510 nm)s in €S €l valor de la densidad Optica de la muestra de orina o plasma leida
alos 5 min,

-0OD (510 nm); m;in €S €l valor de la densidad 6ptica leida al minuto.

La funcion renal o depuracion de creatinina (CCr) se calcul6 con la siguiente formula:

cc [Creatinina urinaria][Flujo urinario] cc mL
r= . - = r—0
[Creatinina sérica] min

Por ultimo, se calcul6 el flujo urinario mediante la siguiente ecuacion:

Flujo urinario = Volumen de orina (mL)/Tiempo de recoleccién (min)

7.3.2.  Cuantificacion de nitrégeno ureico en sangre (BUN)
El BUN se midio espectrofotométricamente a 340 nm mediante la implementacion de un
kit comercial (Thermo Scientific, Rockford, IL) y la lectura en un dispositivo automatizado
Advia 1650 (Ramirez-Rodriguez Y., et al., 2022).

7.3.3. Cuantificacion de proteinas en orina (Proteinuria)
El ensayo de proteinuria se realiz6 mediante un método turbidimétrico con &cido
tricloroacético (TCA) al 10% que permite que las proteinas precipiten y formen un
sedimento blanco (Ramirez V., et al., 2008). Se empled una curva estandar de albumina
sérica de bovino fraccion V (BSA) con concentraciones desde 50 hasta 1000 pg/ml (50,
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100, 200, 400, 600, 800, 1000 pg/ml). Se realizé una dilucion 1:5 de las muestras de
orina de cada rata. Enseguida, se incubaron 500 pL de los estandares y de las muestras
con su blanco correspondiente. En este ensayo, se utilizé un blanco de ensayo y un
blanco para cada muestra analizada. A las muestras, a los estandares y al blanco del
ensayo se les adicionaron 125 pL de TCA, mientras que a los blancos de cada muestra
de orina se les agrego6 125 L de agua destilada. Tras 30 min de incubacion, se leyo la
absorbancia a 420 nm, con los datos obtenidos se procedié a calcular la cantidad de

proteinas en la orina mediante la siguiente diferencia utilizando la curva patron:

[proteinas] Z—‘z = Abs( muestra + TCA) — Abs (muestra + agua)

Finalmente se calculd la proteinuria a las 24 h:

[proteinas ) [dilucion]
[proteinas] 9 uL (24)
24 h 1000

7.4. Determinacion H>O2

Medicién de perdxido de hidrégeno urinario (H202): Se determind la presencia de estrés
oxidante por la medicion de peroxido de hidrogeno en orina mediante un método
colorimétrico con el kit comercial Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit
(Invitrogen). El ensayo se realiz6 empleando una curva estandar de peréxido de
hidrégeno con concentraciones de 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 uM. Se prepararon las diluciones
de las muestras de orina y se colocaron 50 pL de la muestra o del estdndar en una placa
ELISA seguido de 50 uL de la mezcla de reaccién que involucra al Amplex Red Reagent
(10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) 10mM para detectar el peréxido, en combinacion
con la horseradish peroxidase (HP) a una concentracién de 10U/ml y buffer de reaccion
1X (fosfato de sodio). Esta mezcla una vez agregada a las muestras y con una incubacion
de 30 min a temperatura ambiente y protegidas de la luz, reaccion6 con el H202 contenido
en la orina produciendo un producto de oxidacion denominado resurfina que emitié un
color rojo fluorescente y se leyé a una absorbancia de 570 nm. Los resultados fueron
determinados por la interpolacion de la curva patron y se expresaron en nmol/ mL de
H20:2.
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7.5. Cuantificacion de grasa total en rindn. Extraccion de Folch

La cuantificacion del porcentaje de grasa total por peso de tejido se realizé mediante
gravimetria. De inicio se pesaron alrededor de 100 mg de cada tejido en tubos de 16x100
mm previamente resueltos en peso constante (FEUM 11 ed) por medio de lavados con
EtOH y calentamiento a 60°C en horno de hibridacién (Hybaid, modelo Micro-4), el
registro de los pesos de dichos tubos se realiz6 en una balanza analitica (Sartorius ®,
modelo ED623SCW). A la cantidad de tejido se le adicion6 3 mL de solucién
Cloroformo:Metanol (2:1) y 2 mL de solucion de cloruro de sodio (NaCl) al 9%. Enseguida
se procedio a la homogeneizacion del tejido con ayuda de un Polytron, se centrifugé
durante 20 min a 2800 rpm (18 cm de radio del rotor) y con una temperatura de 4°C.
Consecutivamente se descart6 la fase acuosa de la fase organica que posteriormente se
transfirié a tubos nuevos a peso constante. Finalmente, los tubos con grasa se pesaron
tras haber sido colocados en una campana de extraccion durante 24 h para la

evaporacion del disolvente organico.
El célculo del porcentaje de grasa se realiz6 mediante la siguiente ecuacion:

100(B — A)
C

%grasa =
Donde,
A es el peso del tubo limpio y seco (g)
B es el peso del tubo con grasa (g)

C es el peso de la muestra de tejido (g)

7.6. Andlisis de Western Blot

Para determinar los niveles urinarios de NGAL (marcador de dafio renal). se utilizé el
analisis de W. Blot.

-Extraccion de proteinas de tejido renal: Para realizar la extraccion de proteinas totales
de la corteza renal, se homogeneizaron aproximadamente 100 mg de tejido con ayuda
del homogeneizador (OMNI International Tissue Master 125), en 500 pL de buffer de
extracciéon (50 mM HEPES pH 7.4, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA pH 8.0, 0.1% Nonidet
p40), una vez obtenido el homogenado, se agregaron 20 pL de inhibidor de proteasas
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Complete ® (ROCHE) y 500 puL mas de buffer de extraccion; se procedié a centrifugar
(Power Spin VX Centrifuge UNICO) las muestras 8 min/ 6000 rpm, se separd el
sobrenadante obtenido y se determind la concentracion de proteinas mediante el método
de Lowry, en el cual se utiliz6 una curva estandar de albumina con concentraciones de
0.25, 0.5, 0.75 ,1 y 1.5 mg/ml. Para la cuantificacion, se prepararon diluciones 1:20 de
las muestras, se mezclaron 100 pL de la dilucion con 500 pL de solucion C y 100 uL de
folin ciocalteu 1:2. La solucién C se preparé a partir de 50 ml de solucion A (Na2COs 2%,
NaOH 0.4%, Tartrato de sodio 0.02%) y 1 ml de solucion B (CuSOa4 0.5%). Se incubaron
durante 30 min y se midio la absorbancia a 660 nm. Los resultados fueron determinados
por la interpolacion de la curva patron.

-Desnaturalizacion de proteinas. Preparacion de proteinas para W.Blot: A partir de los
resultados de la concentracion de proteinas en las muestras homogeneizadas, se
agregaron los volumenes correspondientes a 100 ug de proteinas del homogenado, en
presencia de solucion salina y de buffer de carga (Laemmli buffer 3% azul de bromofenol,
150mM tris base, 15% glicerol, 2% B-mercaptoetanol, 6% SDS, pH 7.6) y fueron
calentadas a 95°C durante 5 min.

-Preparacion de orinas para W.Blot: Se tomaron 40 pL de cada muestra de orina,
volumen y se les agregd 60 L de solucién salina (0.9%) y 100 pL de buffer de carga. Se
calentaron a 95°C durante 5 min. Se cargaron 2 L de orina en cada pozo.

-Geles de poliacrilamida: Los geles de poliacrilamida son la matriz porosa que las
proteinas recorren para su separacion de acuerdo a su masa molecular. Su preparacion
consta de una mezcla de concentracion y una de separacién, que contienen agua
destilada, Acrilamida 30%, Tris al 1.0 y al 1.5 M, Sodium Dodecyl Sulfate 10% (SDS),
Ammonium Persulfate 10% (APS) y TEMED (Tabla 5).
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Tabla 5. Soluciones para preparar geles de poliacrilamida para electroforesis.

Volumen (mL) para 20 mL de gel Volumen (mL) para 10 ml
de gel
Separacion | Separacién Separacioén Concentracion
Soluciones 8% 10% 12% 5%
(ml) (ml) (ml) (ml)
H20 9.3 7.9 6.5 6.8
Acrilamida 30% 5.3 6.7 8.0 1.7
Tris 1.5 M (pH 8.8) 5.0 5.0 5.0 -

Tris 1.0 M (pH 6.8) - - - 1.25
SDS 10% 0.2 0.2 0.2 0.1
APS 10% 0.2 0.2 0.2 0.1
TEMED 0.012 0.008 0.008 0.01

-Separacion de proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE:
se utilizo la técnica de electroforesis en gel que se basa en el movimiento de las proteinas
en respuesta a un campo eléctrico a través de una matriz porosa. Las condiciones de la
electroforesis fueron las siguientes: 70V/50 min para apilarlas en el gel de concentracion
y 110/60 min para resolverlas en el gel de separacion, los geles se colocaron en buffer
de corrida 1X (190 mmol de glicina, 25 mmol Tris Base, 0.1% SDS pH 8-8.5) a T.A. Se
agregé un marcador de peso molecular pretefiido para determinar el peso de las
proteinas de nuestro interés.

-Electro-transferencia semihimeda: Con la finalidad de que las proteinas contenidas en
el gel sean accesibles para hibridarlas con los anticuerpos se realiz6 una
electrotransferencia en la cual el gel de poliacrilamida se puso en contacto con una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P Transfer Membranes con
tamafio de poro de 0.45 um) y papel Whatman previamente equilibrados en buffer de
transferencia 1X (buffer de corrida 10X, Metanol al 20%) colocados como se observa en
la (Figura 12). Las proteinas del gel se transfieren del gel a la membrana por la aplicacion

de un campo eléctrico (9V/54 min).
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Figura 12. Ensamble de piezas preparadas y el gel formando un sandwich en el proceso de
electrotransferencia.

-Bloqueo: Una vez finalizada la transferencia de proteinas, los sitios de adsorcion de la
membrana PVDF no ocupados por las proteinas se bloquearon con una solucién de
caseina (proteina no especifica BIO-RAD) al 1% en TBS-t (TBS 10X. 136 mM NacCl, 2 M
Trisbase-, Tween 20, pH 7.6) durante 2 h a 40 rpm en agitacién (Orbital Shaker), para
prevenir la union inespecifica de los anticuerpos.

-Inmunodeteccién de los anticuerpos: Tras el blogueo, la membrana fue sumergida en
una solucién de buffer de anticuerpo 0.1% (caseina, TBS-t) que contenia el anticuerpo
especifico primario de interés (Tabla 6). La incubacion se realizé durante toda la noche
con agitacion suave. Al dia siguiente las membranas fueron lavadas con TBS-t para
eliminar el exceso del anticuerpo primario, posteriormente la membrana se incub6
durante 2 h a T.A. con el anticuerpo secundario el cual esta acoplado a la HP mismo que
se prepard6 con buffer de anticuerpo 0.1%. Una vez pasado el tiempo se elimind el exceso

de anticuerpo secundario con 6 lavados con TBS-t y se procedio al revelado.
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Tabla 6. Anticuerpos primarios acoplados utilizados en el andlisis de W.Blot de orinay en el andlisis

por Inmunohistoquimica.

Proteina Nombre Peso molecular Dilucién Anticuerpo
(kDa) primario
B-Actina Actina de musculo liso 42 1:10,000
 acoplado a HRP
NGAL (H-7) Lipocaina asociada a 23 1:500
* la Gelatinasa de
neutrofilos
IL-18 (11E5)* Interleucina 1 beta 17 1: 500
VCAM Vascular Cell Adhesion 110 1:2000
* Molecule-1

*. Santa Cruz Biotechnology, Inc.

-Revelado: La membrana se expuso a sustrato quimio luminiscente (Luminata forte
Merck Millipore) y se expuso a una placa radiografica para observar la presencia de las
proteinas. Finalmente, las placas se escanearon para realizar un andlisis densitométrico
y determinar la concentracion de proteinas equivalentes a pixeles de la imagen tomando

una relacién con el gen control $ actina.

7.7. Andlisis histoldgico

7.7.1. Tincion de hematoxilina y eosina (H&E)

Los tejidos renales previamente fijados con formaldehido 10%, se sometieron a proceso
de deshidratacién en soluciones graduadas de etanol, utilizando un Histokinette (Thermo
Microm, modelo STP 120). Tras la deshidratacion se procedié embeber los tejidos en
parafina liquida para formar bloques usando un centro de inclusién (Leica, modelo
Arcadia H). Una vez solidificados los bloques, se cortaron con ayuda de un micrétomo
(Leica, modelo 820), en secciones de aproximadamente 5 um de grosor. Los cortes se
montaron en portaobjetos de vidrio 25x75, tratados previamente con etanol y poli-lisina
al 10%. Posteriormente, se almacenaron a 4°C para su analisis.

Una vez teniendo los cortes montados, se inicio el proceso de tincion comenzando con
la eliminacion de parafina mediante su calentamiento a 60°C en un horno de hibridacion
(Hybaid, modelo Micro-4) durante 20 min, y realizando 3 lavados de 10 min cada uno en

xilol. Después, se hidrataron las muestras mediante 2 lavados de 5 min en alcoholes
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graduados de 100%, 95% y 75%. Seguido de la inmersién del tejido en hematoxilina de
Harris (colorante primario) durante 5 min, se realiz6 un lavado con agua y etanol al 100%
y enseguida se sumergieron las muestras en eosina (colorante de contraste) durante 10
min. Se realiz6 un lavado con agua, etanol al 100% y al 95% y se finalizd6 con el
aclaramiento de las muestras con 3 lavados de 5 min en xilol. Se sellaron los tejidos con
cubreobjetos y medio de montaje (entellan) para su conservacion.

Andlisis morfométrico.

Por dltimo, se incluyeron 6 ratas de cada grupo y se procedid a realizar un analisis
morfométrico por microscopia en donde se tomaron 5 microfotografias de diferentes
campos por rata de cada uno de los grupos en un microscopio de campo claro (Leica,
modelo DM 1000) a una magnificacion de 40X calibrado a 50 um. Posteriormente se
realizé la cuantificacion en pum? del area total, area de glomérulos, area de luz tubular,
area intersticial y area de dafio de cada microfotografia tomada utilizando el programa
de procesamiento digital de imagen Image J (ImageJ, Institutos Nacionales de EE. UU.
Salud, Bethesda, MD, EE. UU.). Estos datos se utilizaron para calcular el porcentaje de
dafio tubular y el &rea tubular mediante las siguientes ecuaciones (Ramirez V., et al.,
2022):

Area tubular = area total — (4rea luz tubular + area glomerular + area Intersticial)

. area de dafio total
%daio tubular = rea tubilar (100)

Los resultados se presentan como porcentaje (%) de dafio (Ramirez V., et al., 2009;
Ramirez V, et al., 2022)

7.7.2. Inmunohistoquimica
La inmunohistoquimica es una técnica basada en la alta especificidad y afinidad de la

reaccion antigeno-anticuerpo.
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En este procedimiento se utilizaron, para localizar moléculas inflamatorias y marcadores
de reparacion, las muestras de tejido renal previamente fijadas, deshidratadas,
parafinadas y cortadas a 5 um de espesor y montados en portaobjetos.

El trabajo se realiz6 en dos dias, se utilizo el kit Multidetector de BioSB. En el dia uno,
se realiz6 un primer lavado en xilol durante 20-30 min con el fin de desparafinar las
secciones de tejido, a continuacion, se realizé un proceso de deshidratacion del tejido
con alcoholes graduados (EtOH 100%, 95%, 75% y 50%) un lavado de 10 min por cada
alcohol, seguido de la incubacion en citrato de sodio 1X (10 mM pH 6) en ebullicion
durante 30 min para recuperacion del antigeno. Posteriormente se utilizd
aproximadamente 30 pL por tejido de bloqueador de la peroxidasa endoégena para inhibir
la actividad de la enzima enddgena y evitar union inespecifica. Finalmente, se afiadio el
anticuerpo de interés (IL-13, VCAM; tabla 6) y se incub6 toda la noche a T.A /humedad
constante/ agitacion a 20 rpm.

En el segundo dia, se realizaron lavados con PBS1X (Fosfato buffer salino: NaCl 0.137
M, KCI 0.0027 M, Na2HPO4 0.01 M, KH2PO4 0.0018 M; pH 7.4) e incubaciones en
diferentes soluciones de la siguiente manera: ~20-30 pL/15 min/ T.A. en solucién Poly
Detector Plus Link (solucion amarilla), ~20-30 pL/10 min/ T.A. en solucién Poly Detector
Plus HP Label (solucion rosa) y ~20-30 pL/10 min/ T.A. en solucién de cromdégeno (30
pL de DAB concentrado + 1000 pL de buffer de DAB). Se realizaron 2 lavados de 10 min
con buffer PBS 1X. El sustrato cromdgeno permite la deteccion del complejo antigeno-
anticuerpo al actuar como donante de electrones en presencia de la solucion label HP,
el DAB se oxida y produce un color marrén en el sitio del antigeno objetivo. Al finalizar
se contra-tifien los tejidos con una gota de ~20 pL de hematoxilina durante 30 segundos
se lavaron con agua destilada durante 10 min y se procedi6 a deshidratar con alcoholes
graduados (EtOH 50%, 75%, 95% y 100%), un lavado de 10 min por cada alcohol, y 20
min en xilol. Se finalizé con el sellado de los tejidos con medio de montaje.

A continuacion, se tomaron 5 microfotografias en campos aleatorios por cada tejido en
un microscopio de campo claro (Leica, modelo DM 1000) a una magnificacion de 40X y
se realiz6 un procedimiento semiautomatico utilizando el Software Image J (Institutos
Nacionales de Salud de EE. UU.). Los resultados se presentan como el porcentaje % de

la tincion del area y se expresan como la media + error estandar de la media (EE). El
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analisis estadistico utilizado para evaluar la significancia entre los grupos fue método de
ANOVA de una via seguido por la correccion de Tukey. Los valores se consideraron
significativos si p < 0,05. Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism
5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE. UU.) (Ramirez-Rodriguez Y., et al., 2022).

7.7.3. Determinacion in situ de apoptosis
La determinacion de células apoptéticas en los tejidos empleados se realiz6 mediante la
utilizacién del kit Click-iT™ Plus TUNEL Assay with Alexa Fluor™ 488, mismo que se
basa en la incorporacion de dUTP modificados por la enzima desoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT) en los extremos 3’-OH de DNA fragmentado el cual es una
caracteristica distintiva en la apoptosis (Thermo Fisher Click iT TUNEL). Para ello se
realizo la desparafinizacion de los tejidos efectuando los siguientes lavados: 5 min en
Xilol por duplicado, 3 min en una solucion 50%:50% de Xilol:EtOH, 5 min en EtOH al
100%, se procedié con lavados de 3 min en alcoholes graduados (EtOH 100%, 95%,
85%, 75% y 50%) y se concluy6 con un lavado de 5 min en solucion salina inyectable
(Cloruro de sodio 0.8%) y uno de 5 min en PBS 1X. Se permeabilizaron los tejidos con
Proteinasa K (1:25 en PBS) durante 15 min con lavados previos de 15 min en 4%
paraformaldehido (1:10 formaldehido al 10% PBS), y 2 lavados de 5 min en PBS; y
lavados posteriores de 5 min c/u en PBS 1X, 4% paraformaldehido, PBS y agua destilada
(H204d). Enseguida se realizé la reaccion TdT, incubando 10 min a T.A. con TdT buffer
reaction, posteriormente, se incubaron los tejidos durante 60 min con la solucion de
reaccion de TdT (94% TdT reaction buffer, 2% EdUTP, 4% TdT enzyme). Después de
realizar lavados con agua destilada, solucion de 3% BSA 'y 0.1% Triton X-100 en PBS,
se finaliz6 el procedimiento afiadiendo el buffer Click-iIT Plus 90%-Click-IT Plus TUNEL
Supermix (97.4% 1X Click-IT Plus TUNNEL Reaction Buffer, 2.5% Copper Protectant,
0.1% Alexa Fluor™ 488 picoyl azide y 10% 10X Click-iT Plus TUNEL reaction buffer
additive) e incubando durante 30 min, sin luz, y al finalizar se realizan lavados con H20dd,
solucion al 3% BSA con PBS. Se realizé contratincion de nucleos con DAPI (4°-6

diamidino-2-phenylindole) contenido en el medio de montaje VECTASHIELD ®.

Finalmente, se tomaron 5 microfotografias en campos aleatorios por cada tejido en un

microscopio de fluorescencia (OLYMPUS® BX51) a una magnificacién de 40X, a 488 nm
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y con filtros verde y azul. Se realizé la cuantificacion de DNA apoptotico en los tejidos
utilizando el Software Image J (Institutos Nacionales de Salud de EE. UU.). En el software
se unieron las microfotografias de ambos filtros y se buscaron nucleos positivos que se
presentaban como un color celeste. Los resultados se presentan como porcentaje de las
células TUNEL positivas por campo.

7.8. Andalisis estadistico

Todos los datos obtenidos en este protocolo se presentan como el promedio + el EE. El
andlisis estadistico utilizado para determinar diferencias entre los grupos fue el analisis
de varianza de ANOVA de una via; seguido de una correccion de Tukey. Los valores se
consideraron significativos si p < 0,05. Los datos se analizaron utilizando el software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE. UU.). (Ramirez-Rodriguez Y.,
et al., 2022).
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8. Resultados
Todos los animales en estudio tuvieron libre acceso a agua y alimento, previo al inicio
del protocolo, hasta alcanzar un peso aproximado de 280 g (Figura 13), donde se observa

gue todos los animales tuvieron el mismo peso.

Figura 13. Peso corporal de los animales incluidos (g). Las barras representan el promedio + EE
(n=6) por grupo. C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg), BA (Butirato alto; 800 mg/kg), IR24
(Isquemia reperfusion 24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h), BAIR24 (Butirato alto + IR 24 h), IR72
(Isquemia reperfusion 72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h), BAIR72 (Butirato alto + IR 72 h).

Una vez que los animales fueron administrados de acuerdo a lo descrito en los métodos
y con la finalidad de comprobar la administracién de BuNa, se midieron los niveles de
cuerpos cetonicos en plasma y orina. Como esperabamos, en plasma (Figura 14 A) se
observd que en el grupo C, la concentracion de cuerpos cetdnicos aumentd
significativamente en el grupo de BB con respecto al resto de los animales; es decir
aumentaron los niveles de cuerpos cetonicos en plasma, este efecto no se observé en
los animales post isquemia, ni en aquellos animales que tuvieron butirato+IR. En los
grupos BAIR24 y BAIR72 se observo una reduccion significativa comparado con el grupo
BA. En orina, las concentraciones en los grupos C, BB y BA no hubo cambios y se
mantuvo igual 24 h post insulto; por el contrario, se observé que en el grupo IR72, que la
excrecion de cuerpos cetonicos aumento significativamente vs C (Figura 14 B) sin
embargo, la administracion de la dosis baja y alta previa a la IR72 previno la pérdida de

cetonas en orina.
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Figura 14. Cuantificacién de cuerpos cetonicos (mmol/L) en A) plasma y B) orina. Las barras
representan el promedio = EE (n=6) por grupo. C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg), BA
(Butirato alto; 800 mg/kg), IR24 (Isquemiareperfusidon 24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h), BAIR24
(Butirato alto + IR 24 h), IR72 (Isquemia reperfusion 72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h), BAIR72
(Butirato alto + IR 72 h). Las diferencias estadisticas fueron analizadas con ANOVA * p<0.05 vs
todos; & p<0.05 vs BA; %p<0.05 vs C; $ p<0.05 vs IR72.

Una vez finalizado el experimento procedimos a comprobar el dafio renal mediante
diversos parametros bioquimicos. Se cuantificaron las concentraciones de creatinina
sérica (Figura 15), y notamos que tras la IR24h estos aumentaron significativamente con
respecto a todos los grupos, comprobando la presencia de dafio renal; el grupo BBIR24
no presentd reduccion de este parametro mientras que, en el grupo BAIR24 se
observaron efectos protectores parciales con respecto a IR24 es decir hay una reduccién
significativa respecto al grupo IR24; por otro lado, observamos que a las 72 h de
reperfusion, los niveles de creatinina fueron menores respecto a IR24 sin cambios con el
grupo C mostrando regeneracion después de 72 h, este efecto no se potencio en los
grupos BBIR72 y BAIR72.

Cuando medimos la tasa de filtrado renal determinada como CCr (Figura 16), se observo,
en el grupo de BA, gue existe una disminucion significativa con respecto al grupo BB,
aun y cuando se encuentra en niveles normales, esto podria denotar un efecto
hemodinamico del butirato. La IR24 indujo caida de la funcion renal con respecto al grupo
C, BB y BA, sin inducir mejoria en los grupos BBIR24 y BAIR24, siendo estos valores
significativamente menores vs C y BB. Tras 72 h de reperfusion no se observaron
diferencias comparado con el grupo C, al igual que los tratamientos BBIR72 y BAIR72

gue solo mostraron diferencias con los grupos BB y BAIR24, respectivamente.
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Figura 15. Determinacion de la funcidon renal como creatinina sérica. Las barras representan el
promedio £ EE (n=6) por grupo. C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg), BA (Butirato alto; 800
mg/kg), IR24 (Isquemia reperfusion 24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h), BAIR24 (Butirato alto +
IR 24 h), IR72 (Isquemia reperfusiéon 72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h), BAIR72 (Butirato alto +
IR 72 h). Las diferencias estadisticas fueron analizadas con ANOVA. * p<0.05 vs todos, &p<0.05 vs
BB y BA; % p<0.05 vs IR24; $ p<0.05 vs BBIR24.
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Figura 16. Tasa de filtrado glomerular, determinado como depuracién de creatinina CCr (ml/min)
Las barras representan el promedio + EE (n=6) por grupo. C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg),
BA (Butirato alto; 800 mg/kg), IR24 (Isquemia reperfusion 24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h),
BAIR24 (Butirato alto + IR 24 h), IR72 (Isquemia reperfusion 72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h),
BAIR72 (Butirato alto + IR 72 h). Las diferencias estadisticas fueron analizadas con ANOVA. *p<0.05
vs C; & p<0.05 vs BB; % p<0.05 vs BAIR24.

Al analizar el BUN (Figura 17) se observd un comportamiento similar a la creatinina
sérica, los grupos BB y BA no cambian respecto al C; en el grupo de IR24 las
concentraciones aumentan significativamente con respecto a los grupos controles, sin
cambios por la administracion profilactica de BBIR24 y BAIR24; por otro lado, después
de 72 h de reperfusién con o sin tratamiento se observo reduccidn con respecto al grupo
IR24, sin embargo, esta reduccion no se potencio por la administracion de la dosis baja
o alta.
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Figura 17. Determinacién de nitrégeno ureico en sangre BUN (mg/dL). Las barras representan el
promedio £ EE (n=6) por grupo. C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg), BA (Butirato alto; 800
mg/kg), IR24 (Isquemia reperfusion 24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h), BAIR24 (Butirato alto +
IR 24 h), IR72 (Isquemia reperfusion 72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h), BAIR72 (Butirato alto +
IR 72 h). Las diferencias estadisticas fueron analizadas con ANOVA. *p<0.05 vs C, BB, BA; & p<0.05
vs IR24; % p<0.05 vs IR72; $ p<0.05 vs BBIR24.

De igual forma se cuantificO la excrecion de proteinas en orina como marcador de dafio
tubular. La (Figura 18) muestra que la administracién de BB y BA no modifica los valores
de excrecion urinaria de proteinas respecto a los animales control. Se observé que tras
la IR24 la concentracion de proteinas urinarias aumento significativamente vs. grupos C,
BB y BA y la administracion previa de butirato no modificé estos valores después de 24
h de reperfusion. Como esperdbamos en el grupo IR72, los niveles de proteinuria se
normalizaron siendo menores que el grupo de IR24, aunque la administracién de BuNa
no tuvo un efecto aditivo. Es decir, la reduccion observada es debida al proceso de

reparacion normal.
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Figura 18. Excrecién urinaria de proteinas (Proteinuria mg/24h). Las barras representan el promedio
+ EE (n=6) por grupo. C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg), BA (Butirato alto; 800 mg/kg), IR24
(Isquemia reperfusion 24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h), BAIR24 (Butirato alto + IR 24 h), IR72
(Isquemia reperfusion 72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h), BAIR72 (Butirato alto + IR 72 h). Las
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diferencias estadisticas fueron analizadas con ANOVA. * p<0.05 vs C, BB; & p<0.05 vs BA; % p<0.05
vs IR24; $ p<0.05 vs BBIR24.

Una de las caracteristicas de la LRA es la formacion de radicales libres que contribuyen
al dafio renal, por esta razon evaluamos el estrés oxidante al determinar la concentracion
de H20:2 en orina. Nuestros resultados mostraron que la administracion de BB y BA no
modificaron el estado oxido reduccion del epitelio tubular, por el contrario, en el grupo de
IR24 observamos incremento significativo de la excrecion urinaria de H202 vs el grupo C
(Figura 19), estos valores no disminuyeron cuando se administré BBIR24 y BAIR24 de
manera profilactica; en el grupo de 72 h de reperfusion se observo normalizacion de este
parametro con respecto al grupo IR24 y los tratamientos BBIR72 y BAIR72 no generaron

ningun efecto adicional.
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Figura 19. Produccién de radicales libres determinado por la concentracién de perdéxido de
hidrogeno (H202) en orina (nmol/24h). Las barras representan el promedio + EE (n=6) por grupo. C
(Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg), BA (Butirato alto; 800 mg/kg), IR24 (Isquemia reperfusion
24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h), BAIR24 (Butirato alto + IR 24 h), IR72 (Isquemia reperfusion
72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h), BAIR72 (Butirato alto + IR 72 h). Las diferencias estadisticas
fueron analizadas con ANOVA * p<0.05 vs C; $p<0.05 vs IR24, BBIR24.

Una vez determinado el dafio funcional nos dimos a la tarea de cuantificar el marcador
de dafio tubular NGAL en la orina de los animales de estudio. Mediante W. Blot de orina,
cuyo resultado fue normalizado con el volumen urinario, observamos que el grupo IR24
mostré una tendencia a aumentar la cantidad de proteina con respecto al grupo C sin ser
diferente y, la dosis previa de BB + IR24 no induce dafio renal (Figura 20 A), al analizar
a aquellos animales con dosis alta de butirato notamos una tendencia a incrementarse
en el grupo IR24 vs C y BA que no alcanzo diferencias significativas, sin embargo, la
cantidad de NGAL fue significativamente menor en el grupo BAIR24 con respecto al
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grupo IR24 indicando una reduccion en el dafio tubular (Figura 20 B). Al analizar esta
proteina en los animales con 72 h de reperfusion observamos incremento significativo en
IR72 vs C y BB (Figura 21 A) y que el grupo BBIR72 no fue diferente a IR72 aun cuando
hay una tendencia a la normalizacion. Cuando evaluamos la dosis alta nuevamente
observamos que IR72 presentd mayor cantidad de NGAL respecto a C y BA,
interesantemente la administracion de la dosis alta BAIR72 fue capaz de reducir
significativamente el dafio tubular, mostrando asi que el butirato de sodio reduce el dafio
o acelera la reparacion (Figura 21 B).
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Figura 20. Marcador de dafio tubular lipocalina 2 (NGAL) en orina después de 24h de reperfusién.
Imagen representativa de Anélisis de W. Blot y andlisis densitométrico normalizado con el volumen
urinario. Cada banda representa un animal diferente y laimagen muestra a 4-6 ratas por grupo. A)
dosis baja y B) dosis alta de butirato de sodio previo a la isquemia con 24 h de reperfusion. Las
barras representan el promedio £ EE (n=6) por grupo. C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg),
BA (Butirato alto; 800 mg/kg), IR24 (Isquemia reperfusion 24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h),

BAIR24 (Butirato alto + IR 24 h). Las diferencias estadisticas fueron analizadas con ANOVA * p<0.05
vs IR24.
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Figura 21. Marcador de dafio tubular lipocalina 2 (NGAL) en orina después de 72h de reperfusién.
Imagen representativa de Andlisis de W. Blot y analisis densitométrico normalizado con el volumen
urinario. Cada banda representa a un animal individual y la imagen muestra a 4-6 ratas por grupo.
A) dosis bajay B) dosis alta de butirato de sodio previo alaisquemia con 72 h de reperfusion. Las
barras representan el promedio £ EE (n=6) por grupo. C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg),
BA (Butirato alto; 800 mg/kg), IR72 (Isquemia reperfusion 72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h),
BAIR72 (Butirato alto + IR 72 h). Las diferencias estadisticas fueron analizadas con ANOVA * p<0.05
vs C, BB; $ p<0.05 vs todos.

Una vez que determinamos si el butirato previno o redujo el dafio funcional decidimos
estudiar parte de su metabolismo, ya que se conoce que el tejido renal emplea acidos
grasos como sustrato energético, especificamente el tubulo proximal depende en menos
del 10% de la glucosa, dado esta evidencia decidimos cuantificar el contenido de grasa
en la corteza renal. Observamos que la IR24 induce la acumulacién de grasa en el tejido
renal vs BB, interesantemente este efecto fue significativamente mayor en el grupo IR72
con respecto a todos los grupos (Figura 22). También vimos que la administracion de
butirato en BBIR24 y BAIR24 tiende a reducir la cantidad de grasa a las 24 h sin ser
diferente con el grupo IR24, no obstante, esta acumulacién se previene completamente
en los animales con tratamiento alto y bajo después de 72 h de reperfusién, mostrando

valores similares a los animales del grupo C.
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% grasa total/g de tejido renal

Figura 22. Determinacién de grasa total en el tejido renal expresado como % grasa total/g de tejido
renal. Las barras representan el promedio + EE (n=6) por grupo. C (Control), BB (Butirato bajo; 300
mg/kg), BA (Butirato alto; 800 mg/kg), IR24 (Isquemia reperfusiéon 24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR
24 h), BAIR24 (Butirato alto + IR 24 h), IR72 (Isquemia reperfusion 72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR
72 h), BAIR72 (Butirato alto + IR 72 h). Las diferencias estadisticas fueron analizadas con ANOVA.
*p<0.05 vs BB; $p<0.05 vs todos.

Posteriormente, se evalué si los tratamientos son capaces de disminuir el dafio
estructural. Para lo cual, cuantificamos el area de dafo del tejido renal mediante el
analisis morfométrico. Se muestra una microfotografia representativa de la tincion H&E
de cada uno de los grupos de estudio (Figura 23 A). La tincion y el analisis del grupo C
mostro la estructura celular de un tejido sano donde se observan tubulos y glomérulos
preservados, presencia de bordes en cepillo de las células tubulares proximales, y existe
un espacio intersticial y luz tubular normal. Las dosis de BB y BA, no modificaron esta
estructura (Figura 23 Ay B). Por otro lado, las microfotografias (Figura 23 A) mostraron
gue la IR24 causo6 pérdida del borde en cepillo, aumento de la luz tubular y del espacio
intersticial, hay presencia de la descamacion e infiltracion observada como estructuras
circulares tefiidas de violeta en la luz tubular e intersticio respectivamente. Ademas, el
analisis morfométrico (Figura 23 B) mostré un aumento significativo el % de area dafiada
en las ratas con IR24 comparado con el grupo C, BB y BA. Encontramos que los
tratamientos BBIR24 y BAIR24 presentaron reduccion del % de area dafiada (Figura 23
A y B) respecto a IR24, evidenciando la capacidad del butirato para reducir el dafio
estructural. En los grupos de 72 h de reperfusion, se observa la presencia de dafio e
infiltracion de células inflamatorias (Figura 23 A), pero comparado con el grupo IR24 el
dafo es significativamente menor, esto puede deberse a la activacion de mecanismos

de reparacion, los valores fueron similares al grupo C, BB y BA (Figura 23 By C). Efectos
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similares se observaron con BBIR72, donde hay reduccion significativa respecto a IR24
sin cambios con IR72, es decir la dosis baja no modifico el area de dafio (Figura 23 By
C). Sin embargo, en el grupo BAIR72 (Figura 23 A) se observa un % de area dafada
significativamente menor que IR24 e IR72, estos resultados sugieren que la
administracion de butirato alto en el grupo BAIR72 acelera la reparacion tubular después
de 72 h. Aun cuando no hay reduccion, el area de la luz tubular muestra mejor
preservacion de los tubulos renales y menor infiltracion después de 72 h del dafio (Figura
23 C).
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Figura 23. Analisis morfométrico. A) Microfotografias representativas de latincion de H&E de todas
las ratas de estudio. Magnificacion de 40X, Barra = 50 um. Las flechas verdes sefalan tabulos
renales sanos, con la formacién y estructura correcta; las flechas rojas indican tibulos renales
dafiados, se observa descamacién de células, formacion de cilindros, mayor luz tubular y espacio
intersticial. B) % de dafio tubular, C) % de area de luz tubular. Cada barra representa el promedio £
EE de 30 campos por grupo (5 por rata) diferencias estadisticas analizadas con ANOVA. C (Control),
BB (Butirato bajo; 300 mg/kg), BA (Butirato alto; 800 mg/kg), IR24 (Isquemia reperfusién 24 h),
BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h), BAIR24 (Butirato alto + IR 24 h), IR72 (Isquemia reperfusiéon 72 h),
BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h), BAIR72 (Butirato alto + IR 72 h). * p<0.05 vs todos; & p<0.05 vs
IR72, BBIR72; $ p<0.05 vs C, BB, BA; % p<0.05 vs BA.
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Figura 24. Presencia de IL-1B en tejido renal determinada mediante inmunohistoquimica. A)
Microfotografias representativas de cada uno de los grupos de estudio. Magnificacién de 40X, Barra
=50 um. B) Cuantificacion del % areatefiida para IL-1B (image J). Cada barrarepresenta el promedio
de 30 campos (5 por rata n=6 por grupo) = EE. Las diferencias estadisticas analizadas con ANOVA.
C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg), BA (Butirato alto; 800 mg/kg), IR24 (Isquemia reperfusién
24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h), BAIR24 (Butirato alto + IR 24 h), IR72 (Isquemia reperfusion
72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h), BAIR72 (Butirato alto + IR 72 h). * p<0.05 vs C.

Los efectos de la lesion renal aguda, incluyen la activacion de la via inflamatoria, ya que,
tras la lesion, en el epitelio tubular se liberan numerosas moléculas de la via inflamatoria,
entre ellas citocinas como la interleucina 18 (Bonventre J., et al., 2011), por lo que
decidimos evaluar si la administracion de BuNa era capaz de reducir la inflamacion
determinada con la presencia de IL-1B en el tejido tubular. La inmunohistoquimica para
IL-1B (Figura 24 A y B) mostré una elevacion significativa en el % de area tefiida para IL-
18 alas 24 hy 72 h después de la lesion. Observamos que el BuNa parece reducir la
presencia de IL-1B, sin ser significativo en los grupos BBIR24 y BAIR24 vs IR24 y en el

grupo BBIR72 vs IR72; mientras que, en el grupo BAIR72 permanece alto ain después
de 72 h del insulto.

Por otro lado, evaluamos la presencia de la molécula de adhesion de células vasculares-
1 (VCAM1) gue se expresa en el endotelio vascular en condiciones normales, pero
cuando hay dafio renal esta se puede expresar en las células del epitelio tubular

involucradas en inflamacion y reparacion celular (Contreras F, 2008). Encontramos que,
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hubo un incremento significativo en el area positiva para VCAM en los grupos a los que
s6lo se les administré butirato dosis baja o alta con respecto al grupo C. Asimismo, el
grupo IR24 mostré resultados similares. Con el tratamiento BBIR24 no se observaron
cambios; mientras que las ratas del grupo BAIR24 mostraron una ligera reduccion, no
significativa, de la presencia de VCAM en la corteza. Ahora bien, en el tiempo de
reperfusion de 72 h post isquemia aun hay incremento de la presencia de VCAM vs C, y
los tratamientos BBIR72 y BAIR72 no muestran cambios significativos vs IR72, esto
indica que el tratamiento con butirato previo a la IR no tiene efecto aditivo para reducir
los niveles de VCAML.
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Figura 25. Presencia de VCAM-1 en tejido renal determinada mediante inmunohistoquimica. A)
Microfotografias representativas de cada uno de los grupos de estudio. Magnificacién de 40X, Barra
= 50 um. B) Cuantificacion del % area tefiida para VCAML1 (Image J). Cada barra representa el
promedio de 30 campos (5 por rata n=6 por grupo) + EE. Las diferencias estadisticas analizadas
con ANOVA. C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg), BA (Butirato alto; 800 mg/kg), IR24
(Isquemia reperfusion 24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h), BAIR24 (Butirato alto + IR 24 h), IR72
(Isquemia reperfusion 72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h), BAIR72 (Butirato alto + IR 72 h). *
p<0.05vs C.

Por ultimo, estudiamos la via de muerte celular ya que se conoce gque la IR induce
apoptosis. Al cuantificar el indice de apoptosis no se detectaron nucleos TUNEL positivos
en los rifiones del grupo C, el porcentaje de niicleos TUNEL positivos en el grupo IR24

fue significativamente mayor respecto a todos los grupos excepto el grupo BAIR24
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(Figura 26). Curiosamente, el tratamiento de BBIR24 redujo significativamente la muerte
celular en ratas vs IR24; mientras que BAIR24 mostro un indice de apoptosis similar a
IR24. Finalmente, en los grupos BBIR72 y BAIR72 no se observé un cambio en el numero
de células apoptéticas vs el grupo IR72, mostrando estos 3 Ultimos grupos niveles

similares a los grupos control.
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Figura 26. indice de apoptosis (%). Microfotografias representativas de la tincion de TUNEL de
células apoptéticas de los tejidos de cada grupo de animales de estudio. Magnificacién de 40X,
Barra = 50 um. n=5-10 campos por rata. Tincién con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI): azul e
izquierda; Células TUNEL positivas verde en medio y empalme: derecha. Las flechas sefialan los
nicleos TUNEL positivos. Los resultados se presentan como % de células TUNEL positivas. Cada
barra representa el promedio de 30 campos (5 por rata n=6 por grupo) + EE. Las diferencias
estadisticas analizadas con ANOVA. C (Control), BB (Butirato bajo; 300 mg/kg), BA (Butirato alto;
800 mg/kg), IR24 (Isquemiareperfusion 24 h), BBIR24 (Butirato bajo + IR 24 h), BAIR24 (Butirato alto
+ IR 24 h), IR72 (Isquemia reperfusién 72 h), BBIR72 (Butirato bajo + IR 72 h), BAIR72 (Butirato alto
+IR 72 h). * p<0.05 vs C, BB, BA, BBIR24, IR72, BBIR72 y BAIR72; $ p<0.05 vs C, BB y BA.



9. Discusion
El proposito de este trabajo fue determinar si la administracion de un acido graso corto
es capaz de reducir el dafio renal ya sea funcional o estructural y estudiar sus efectos
anti-inflamatorios y antiapoptoticos.

Observamos que la administracién oral de solucion de butirato de sodio, aumenté las
concentraciones de cuerpos cetonicos en plasma, debido a su absorcion intestinal y bio-
transformacion en el higado a Acetil Co-A; lo que podria favorecer su conversion
mediante la B-oxidacion, a acetoacetato o B-hidroxibutirato que son transportados a la
sangre para su utilizacion en tejidos extrahepaticos incluyendo al rifion (Nelson D., et al.,
2009). Aunado a ello, se observé que las concentraciones de cuerpos cetdnicos en orina
después de administrar butirato, se mantuvieron iguales al C, debido a que se
metabolizan de manera correcta. Un estudio previo realizado por Jouret F. y Cols. en el
2016, muestra que 6 h'y 24 h después de una lesién renal por IR de 30 min en ratones,
se inducen cambios en el metaboloma energético, ellos observaron que después de la
isquemia, 6 y 24 h de reperfusion, los niveles de metabolitos urinarios como taurina,
lactato y glucosa aumentan, concluyendo que la energia no se metaboliza
adecuadamente en ese segmento de la nefrona (Jouret F., et al, 2016). El analisis de
ANOVA mostro que el grupo IR24 no aumento significativamente los niveles de excrecion
de cuerpos cetobnicos; sin embargo, al realizar una prueba t-student para estos 2 grupos
(resultado no mostrado) observamos que la isquemia con reperfusion de 24 h,
efectivamente aumentaba la excrecidon de cuerpos cetdnicos vs C, infiriendo un
metabolismo de energia alterado de manera similar a lo mostrado anteriormente. De
igual manera, al tiempo de reperfusion de 72 h observamos que la energia se metaboliza
adecuadamente, ya que los niveles son significativamente mayores que el grupo C. Los
grupos que recibieron una dosis previa de BuNa a IR72 mostraron una reduccion en la
eliminacion de cuerpos cetonicos llegando hasta valores normales. Los datos anteriores
sugieren que el BuNa puede estar proporcionando un efecto reparador en el metabolismo
de &cidos grasos y de cuerpos cetdnicos que se da principalmente en las mitocondrias
(Clark A., et al., 2020). En apoyo a nuestros resultados, un estudio in vitro realizado por
Denoon T. y Cols., 2020 demostro que la suplementacion de acetoacetato en medios de

crecimiento de células LLCPK1 aumenta la funcidn mitocondrial favoreciendo el
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metabolismo de este intermediario metabdlico (Denoon T., et al., 2020). Adicionalmente,
estas moléculas estan asociadas con la reduccion parcial del dafio funcional en modelos
de dafo renal (Bishop M., 2006).

En conjunto con la medicidén de cuerpos cetonicos, la acumulacion de grasa también fue
un indicador del metabolismo en este estudio. Observamos que el dafio ocasionado por
isquemia inducia la acumulacién de grasa en la corteza renal siendo mayor en el grupo
IR72, es decir, los acidos grasos se acumulan. En apoyo a nuestros resultados, Portilla
D.y Cols., en el 2006 observé en un modelo de nefrotoxicidad por cisplatino la reduccion
de la oxidacion de acidos grasos (Portilla D., et al., 2006). En adicion, en un estudio in
vitro de nefropatia inducida por hipoxia, Feldkamp T. y Cols., 2006, encontré que la
hipoxia promueve la acumulacion de &cidos grasos no esterificados que a su vez
provocan una disminucion de ATP en los tubulos reoxigenados y probablemente reflejan
la inhibicion de la oxidacion de acidos grasos (Feldkamp T., et al., 2006). Ahora bien, el
uso de los SCFAs de forma profilactica en un modelo de lesién renal y su impacto en la
acumulacion de grasa, no esta caracterizado, nosotros observamos que el butirato de
sodio previno la acumulacion de grasa en el tejido renal, siendo significativo en la IR72;
teniendo en cuenta que el BuNa ha sido estudiado como un modulador del metabolismo
celular (Plata C., et al., 2018) podemos inferir que el butirato de sodio desempefia un
papel fundamental como regulador de la energia durante la reparacion del epitelio tubular

en estas condiciones (Feldkamp T., et al., 2006).

En diferentes estudios in vivo de nefropatia se ha demostrado que la administracion de
SCFAs disminuye la concentracion de marcadores de dafio renal como BUN y creatinina
(Khan S., et al., 2014; Huang W., et al., 2020; Wei T., et al., 2014). Khan S. y Jena G.,
en el 2014, encontraron que al administrar una dosis de 500 mg/kg/dia de butirato en
roedores con nefropatia diabética por 21 dias, el BUN y la creatinina disminuian
significativamente con respecto a animales no diabéticos comprobando que la
administracion prolongada mejora la funcion renal (Khan S., et al., 2014). Otro estudio
en el 2020 por Huang W. y Cols., mostré la reduccion en los niveles de creatinina sérica,
BUN y Cistatina C al administrar una dosis de butirato de sodio 100 mg/kg-cada 48 h por
12 semanas en ratones C57BL/6 con nefropatia diabética (Huang W., et al., 2020). Sin
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embargo, no existe evidencia de los efectos producidos 72-240 h posteriores al dafio.
Nuestros resultados mostraron que la creatinina sérica aumenté mas de 6 veces en el
grupo IR24, comprobando nuestro modelo de dafio. El tratamiento previo BB no propicio
la reduccion de creatinina sérica, mientras que la dosis alta redujo el dafio en un 30%.
No obstante, en la CCr se observa que la administracion butirato después de 24 h no
modifica este parametro, de igual forma con el BUN y la proteinuria, es probable que la
dosis de butirato o el tiempo de administracion no son suficientes para reducir estos
marcadores aun cuando se han activado los mecanismos de reparacion. Los SCFAs se
han asociado con la reduccion de la produccién de toxinas urémicas relacionadas al
metabolismo de urea entre ellos el BUN en la enfermedad renal cronica, es decir periodos
prolongados y sostenidos de dafio renal, en este proyecto, nosotros estudiamos su efecto
24 y 72 h posteriores al dafio, por lo que es probable que en nuestro modelo, el tiempo
de dafio sea muy corto o la dosis muy baja y, por ello, no seamos capaces de observar
cambios (Yu S,et al., 2020; Plata C., et al., 2018). Es importante resaltar que
administramos una dosis Unica a nuestros animales, ya que estudios previos realizados
por Plata C. y Cols., 2018 mostraron en ratones C57BL/6 que la administracion
prolongada del butirato de sodio al 5% en la dieta, durante 1- 4 meses incrementaban
los marcadores de dafio, tanto BUN como creatinina con induccion de dafio estructural
irreversible (Plata C., et al, 2018). Aunado a ello, Felizardo R. y Cols., en el 2014
reportaron una disminucién en la proteinuria tras la suplementacién al 15% de BuNa
unido a fibra en la dieta durante 8 semanas en un modelo de nefropatia por adriamicina
en roedores, comprobando su efecto protector en un modelo de dafio renal crénico
(Felizardo R., et al., 2014). Resultados similares se observaron en un estudio realizado
en el 2020 por Li Y. y Cols., en donde la administracion conjunta de SCFAs vy fibra
dietética en animales con nefropatia diabética, durante 3 semanas, redujo los niveles de
albuminuria (Li Y., et al., 2020), cabe mencionar que nuestro modelo es dafio transitorio
y de corta duracion y es probable que los efectos observados en los modelos de dafio
cronico se deban a la mejora de la barrera de filtracion al tiempo de administracion y
dosis, sin embargo en este modelo la presencia de la proteinuria esta dada por la
disfuncién tubular. Lo anterior se comprueba en los animales con IR72 pues presentan

una proteinuria menor en el grupo IR24, demostrando menor dafio debido a la reparacion
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del tejido renal, este efecto no fue aditivo por la administraciéon de BBIR72 y BAIR72, por
lo que, nuestros resultados sugieren que el butirato de sodio no revierte la descamacion
epitelial a las 24 h post isquemia, y no tiene un efecto aditivo a la velocidad de reparacion.
Seria conveniente su estudio a las 48 h post insulto para clarificar su papel en la

excrecion urinaria de proteinas.

Por otro lado, durante la hipoxia, las células renales sufren deplecion de oxigenoy ATP,
ocasionando que los niveles de ROS aumentan. Esta descrito que, en un estado
fisiologico normal, las ROS se producen en bajas concentraciones, ya que son
fundamentales para mantener el balance 6xido reduccion que promueve la supervivencia
celular, la proliferacion y el crecimiento (Ratliff B., et al., 2016; Gyuraszova M., et al.,
2020; Piko N., et al., 2023). Ratliff B. y Cols, 2016 mencionan que las ROS en el riidon se
pueden generar a partir de dos rutas, de la NADPH oxidasa o por la actividad de las
mitocondrias y se puede potenciar por diversos estimulos como la expresion de
moléculas de inflamacion, niveles altos de glucosa, etc (Ratliff B., et al., 2016). La gran
cantidad de mitocondrias contenidas en las células del tibulo proximal propicia que éstas
sean mas susceptibles al estrés oxidante (Gyurdszova M, 2020). Un estudio in vivo
realizado por Hall A., et al., 2013 muestra que la NADH mitocondrial aumenta en los
rinfones de rata en respuesta a la isquemia, asimismo el potencial de membrana se altera
y las mitocondrias en los tdbulos proximales cambian su forma, acortdndose y
fragmentandose, concluyendo que la disfuncion mitocondrial durante la LRA, provoca un
aumento de ROS (Pavlakou P., et al., 2017). En este trabajo cuantificamos el peréxido
de hidrégeno urinario (H202) como indicador de estrés oxidante y encontramos que tras
la IR24 la concentracién de H202 aumenté significativamente vs C, posiblemente
asociado a dafio a las mitocondrias. Aunado a ello Rashid H. y Cols., 2024 menciona
gue durante el tiempo de reperfusion se producen niveles elevados de ROS debido a
gue en las mitocondrias afectadas se reintroduce oxigeno (Rashid H., et al., 2024).
Weinberg J. y Cols., 2000 realizaron un estudio en donde se evalud la disfuncion
mitocondrial durante la hipoxia y re-oxigenacion en tubulos proximales de rifiédn de
conejo, y encontraron que la variacién en el tiempo de hipoxia afectaba los niveles de
ATP (Weinberg J., et al., 2000). Los resultados anteriores sugieren que la produccion de
ROS durante la reperfusion varia de acuerdo al tiempo expuesto al dafio por hipoxia;
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ademas de que, estos valores se han determinado durante los primeros minutos de
reperfusion; en el presente estudio evaluamos la concentracion de H202 72 h posteriores
a 30 min de dafio y encontramos que éstas disminuyeron vs IR24. En el 2017 Huang W.
y Cols., realizaron la evaluacién del efecto en el estrés oxidativo de SCFAs en células
mesangiales glomerulares de ratén inducidas con altos niveles de glucosa y
lipopolisacaridos y encontré que la administracion de 5 mM de butirato de sodio redujo
el estrés oxidativo, disminuyendo la cantidad de ROS y el marcador oxidativo
malonaldehido (MDA) y aumentando las concentraciones de la enzima antioxidante
superoéxido dismutasa (SOD) (Huang W., et al., 2017). En adicion, se ha demostrado que
la SOD aumenta y el MDA disminuye su expresion en modelos de nefrotoxicidad aguda
por insecticidas al administrar previamente B-hidroxibutirato (Wei T., et al., 2014).
Nuestros resultados mostraron que ambas dosis no fueron capaces de reducir el estrés
oxidante esto puede deberse a que los cambios en los estudios anteriores se observan
en un linaje de células distinto con funciones diferentes. Por otro lado, es incluso posible
que el peroxido esté involucrado en procesos reparadores ya que Chen J. y Cols., 2019
investigaron, en un modelo de nefropatia inducida por gentamicina en pez cebra, el
efecto del perdoxido de hidrogeno en la recuperaciéon de la LRA y encontraron que durante
el periodo de reparacion se produjo H202 en los tubulos proximales y distales, ademas
de que la inhibicién de la produccién de H20: inducia mayor dafio en los tlibulos renales;
los autores concluyeron que el H202 desempefia un papel dual como protector de la
reparacion y regeneracion renal (Chen J., et al., 2019). Considerando lo referido, es
probable que, en nuestro estudio, la medicion de H202 nos dé més informacién sobre el
estado de reparacion, ya que los niveles no se modificaron en los grupos con BBIR24 y
BAIR24 cuando hay mayor dafio y a las 72 h cuando se activan los procesos de

reparacion.

En el momento en que las células renales sufren dafio agudo, se expresan diversos
marcadores de dafio celular a nivel tubular; entre ellos, NGAL misma que es un marcador
gue presenta elevacion en su concentracion urinaria dentro de las primeras 2-6 h
posteriores al dafio (Carrillo ER, 2016). Arifin A. y Cols., 2024 en un estudio para dilucidar
los efectos del secretoma de células madre mesenquimales durante la LRA por sepsis

en ratones, observaron, que los niveles de NGAL excretados en orina (NGALu) en el
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grupo de LRA eran mayores en comparacion con su grupo control (Arifin A et al., 2024).
También, Bagshaw S. y Cols., en el 2010 realizaron un estudio en donde evaluaron la
concentracion de NGAL urinaria a las 12, 24 y 48 h posteriores a la induccion de LRA
séptica y no séptica y encontraron que NGALu a las 12 h era significativamente mayor
vs al grupo de LRA no séptica (Bagshaw S., et al., 2010). Nuestros resultados muestran
gue tras 24 h producida la isquemia, los valores de NGAL en orina no generaron cambios
respecto al control. Es posible que, en nuestro estudio, no veamos un aumento
significativo de NGAL a las 24 h de reperfusion, debido al modelo de dafio que utilizamos
o que el tiempo de isquemia no fue suficiente o que este marcador no es tan sensible,
sin embargo, previamente mostramos que 20 min de IR fue capaz de aumentar
marcadores mas tempranos como la molécula de dafio renal 1 (Kim-1) (Ramirez V., et
al., 2009; Vaidya V., et al., 2010). Por el contrario, a las 72 h transcurrida la isquemia,
observamos que el dafio tubular determinado por NGAL, fue significativamente mayor vs
C. En apoyo a nuestros resultados Mishra J. y Cols., 2004 observaron en un modelo de
nefropatia por cisplatino, que tras la administracion de 20 mg/kg de cisplatino, los niveles
de NGALu tenian un pico a las 48 h y se mantenian persistentemente positivos hasta las
96 h. Es posible que estos resultados estén vinculados con que NGAL puede ser
expresados por el tubulo para inducir la re-epitelizacion (Mishra J., et al., 2004; Yang J.,
et al., 2003). Por otro lado, la administracion de BuNa en dosis alta, previno el dafio
tubular en las ratas con isquemia tanto en 24 h como en 72 h de reperfusion, obteniendo
resultados similares a Liu Y. y Cols., 2021 donde, en ratones con LRA inducida con acido
félico evaluaron la suplementacion profilactica con dieta alta en fibra (HFD) y SCFAs (100
mM butirato-150 mM acetato/propionato) durante 2 semanas. Observaron que los SCFAs
+HFD redujo la creatinina, la urea y el dafio tubular 48 h posteriores al insulto (Liu Y., et
al., 2021). Vaidya V. y Cols., 2008 describieron que esta disfuncion tubular es resultante
del dafio estructural ocasionado por la LRA, caracterizado por la pérdida del borde en
cepillo, de las uniones estrechas, la formacion de cilindros y el aumento tanto de luz
tubular como del espacio intersticial (Vaidya V., et al., 2008; Asif S., et al., 2011).
Observamos que el BuNa redujo el dafio estructural ocasionado por la isquemia,
mostrando efectos similares en el tubulo proximal a los encontrados por Chen G. y Cols.,

2018 en la barrera epitelial, en su estudio observaron que la administracion previa de 5
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g/L de BuNa en agua durante 6 semanas mantenia las uniones estrechas y mejoraba la
disfuncion de la barrera del epitelio intestinal en ratones con colitis inducida por acido
2,4,6-trinitrobencenosulfonico (TNBS) mediado por la activacion del receptor GPR109A
(Chen G,, etal., 2018). Estos resultados sugieren que la activacion receptores acoplados
a proteinas G en el rifion como son GPR41, GPR43 (Li Y., et al., 2020), o de los
transportadores del butirato de sodio MCT-1, MCT-2, SMCT-1, SMCT-2 (Dave R., et al.,
2015; Iwanaga T., et al., 2006) podrian ser los responsables de sus efectos
renoprotectores observados en este trabajo; sin embargo, sera necesario realizar mas

estudios.

La isquemia induce el dafio estructural parcialmente mediado por la disfuncién endotelial,
en condiciones de estrés, se expresan moléculas de adhesion en la superficie del
endotelio, lo que lleva al reclutamiento de leucocitos y moléculas inflamatorias (Asif S.,
et al., 2011; Jourde-Chiche N, 2019). Los biomarcadores asociados a la inflamacién
incluyen desde citocinas (IL-1p, IL-6, IL-10) hasta factores como el factor de necrosis
tumoral (TNFa) y el factor nuclear kB (NF-kB). En este estudio evaluamos la inflamacion
mediada por IL-18 y comprobamos que la isquemia inducia el aumento de esta citocina,
asi como, que los tratamientos con IR+butirato de sodio no reducian significativamente
la presencia de IL-1. Sin embargo, trabajos recientes han mostrado que los SCFAs son
capaces de reducir la inflamacién; por ejemplo, en el 2017, Huang W. y Cols., mostraron
una disminucion significativa de IL-1p y NF-kB tras la administracion de 5mM de BuNa
en células mesangiales glomerulares de raton inducidas con altos niveles de glucosa y
lipopolisacarido (Huang W., et al., 2017). Un estudio adicional por Tedelind S., y Cols.,
2007 en cultivos primarios de colonocitos de raton establecidos a partir de ratones con
colon inflamado demostré que la administracion de acetato, propionato y butirato a 30
mmol/L disminuian la liberacion de TNFa e IL-6, e inhibian la actividad de NFkB (Tedelind
S., et al., 2007). No obstante, nuestros resultados demostraron que la administracion de
BuNa en cualquier dosis no reduce la inflamacion mediada por IL-13, es probable que
veamos reduccion de otros marcadores inflamatorios, por lo que, sera interesante
estudiar otras citocinas o0 moléculas inflamatorias asociadas con los SCFAs y la LRA
como son MCP1, NF-kB, TNFaq, IL6, entre otras (Huang W., et al., 2017; Li Y., et al.,
2020).
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Un paso sustancial en el proceso de inflamacion, es la adhesion y migracion de leucocitos
por el endotelio que se da gracias a la expresion de moléculas de adhesion celular como
VCAM. Sin embargo, se ha demostrado que VCAM se puede expresar en las células del
epitelio tubular en presencia de dafio renal involucradas en procesos de inflamacion y
reparacion celular (Contreras F., et al., 2008). Como se esperaba, los grupos a los que
se les causo isquemia, IR24 e IR72, mostraron una alta tincion de VCAM en la corteza
renal. De igual manera, observamos tincion positiva de VCAM en los grupos BBy BA, y
es que se sabe que las moléculas de adhesion endoteliales se activan en respuesta a la
presencia de lipidos en el tejido cardiaco (Contreras F., et al., 2008; Obregon O., et al.,
2007). Un estudio en el 2009 por Zapolska-Downar D. y Cols., hecho en células
endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC) estimuladas con TNF-a demostré que
la adicién de propionato (0.1, 1.0 o 10.0 mM) previo a la induccién con citocinas durante
30 min, 12 o0 24 h inhibia significativamente la expresion deVCAM-1 e ICAM-1 de manera
dosis y tiempo dependiente (Zapolska-Downar D., et al., 2009). Sin embargo, estos
resultados se realizaron en células endoteliales, y poco se sabe sobre la expresion de
VCAM determinada por la administracion de SCFAs en ceélulas epiteliales; en este
estudio encontramos que el BuNa antes de la LRA no tiene efectos sobre la presencia
de VCAM-1 en la corteza renal. Aunque, los grupos BBIR72 y BAIR72 mostraron una
tendencia (no significativa) a disminuir vs IR72, lo que nos podria indicar que, una vez

que las células estan regenerandose, VCAM-1 reduce su expresion en células epiteliales.

Por otro lado, la lesion renal isquémica se ha asociado con la apoptosis de células
tubulares (Kaushal G., et al., 2004). En un modelo de lesién renal por IR en ratas Chien
CT.yCols., 2001, demostré que la apoptosis tubular es dependiente del tiempo de lesion,
mientras mas tiempo de isquemia, mayor indice de apoptosis; de igual manera,
observaron que el tiempo de reperfusiéon también influia en el indice de apoptosis,
encontrando que el nimero de células apoptoticas en isquemia de 45y 60 min, aumenté
alas 4 h de reperfusion y que a las 10 h y 24 h de reperfusion no se encontraron células
apoptéticas aparentes (Chien CT., et al.,, 2001). En nuestro modelo encontramos un
comportamiento similar, en donde con una isquemia de 30 min, tras 24 h de reperfusiéon
el indice apoptético aumento significativamente contra los grupos controles y a las 72 h
de reperfusion no se encontraron células TUNEL positivas, probablemente debido a la
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eliminacion natural de las células muertas (Chien CT., et al., 2001). Observamos que la
dosis baja de butirato de sodio previa a IR24 disminuy6 el indice de apoptosis, apoyando
a los resultados plasmados por Du Y. y Cols., 2020, en donde en un modelo de nefropatia
diabética en ratones, encontraron que el BuNa 0.5 mM durante 48 h previene la apoptosis
de células renales comparados con el grupo denefropatia diabética (Du Y., et al., 2020).
Por el contrario, sorprendentemente, nuestros resultados mostraron que el tratamiento
BAIR24 indujo significativamente el aumento de células apoptéticas. Estos resultados
tienen una posible explicacion y es que se ha demostrado que el butirato de sodio actiua
como inhibidor de la proliferacidn celular e inductor de la apoptosis en células cancerosas
principalmente por su accién inhibidora de las deacetiliasas de histonas (HDAC) y por su
efecto a través de la via mitocondrial, en donde tras la adicion de butirato, se da la
disminucién de las proteinas antiapoptéticas Bcl-xl y Bcl-2 y el aumento de las proteinas
proapoptoticas Bax y Bak (Chen J., et al., 2019; Du Y., et al., 2020; Leonel A., et al.,
2012). Clarke J.y Cols., 2012, demostraron gue la ingesta de almidones suplementados
con tributirina (3 y 10%) por dos semanas previa a una exposicion aguda a un agente
carcindgeno genotoxico azoximetano aumento la cantidad de células apoptoticas en el
epitelio del colon distal de la rata al inhibir la actividad de las HDAC, y participando en
vias intrinsecas y extrinsecas de la apoptosis (Clarke J., et al., 2012). En este sentido,
es posible que en nuestro grupo BAIR24 el acido graso promueva la apoptosis por la
cantidad de dafio que presentan las células renales en este modelo. No observamos
cambios en los niveles de apoptosis en los grupos de BBIR72 y BAIR72, esta respuesta
podria estar asociada con la caracteristica que le atribuye, Bailon E. y Cols., 2010 al
butirato, sobre que este SCFA soélo es capaz de modificar apoptosis en células dafiadas;
aqui observamos que, a las 72 h, los mecanismos de reparacion ya estan activos, lo que
favorece la disminucion del dafio y por lo tanto la reduccion de la apoptosis (Bailon E., et
al., 2010). Ademas, también se ha demostrado que el butirato actia como inhibidor de la
acumulacion de p53 lo que permite la regulacion de la muerte y proliferacion celular
(Emenaker, N., et al., 2001)

73



10. Conclusiones
Nuestros resultados sugieren que el butirato de sodio administrado de manera
profilactica en un modelo de IR de 30 min en dosis de 800 mg/kg reduce parcialmente el
dafio funcional tras la LRA determinado por reduccion de la CrS y el marcador de dafio
tubular NGAL. La administracion previa de butirato a ambas dosis, disminuyo el area de
dafno 24 h posteriores a la lesion. Observamos que la dosis de BA favorece la reparacion
del epitelio tubular y reduce la expresion de VCAM-1 en las células epiteliales a las 72 h
post insulto, sugiriendo que los SCFAs podrian tener un papel importante al preservar y
reparar el tejido renal bajo estas condiciones de dafio. La proteccion estructural renal del
BuNa no se asoci6é con reduccion de IL-1B. Sin embargo, observamos que el butirato
ejerce cambios en la apoptosis con variacion respecto al tiempo de reperfusion y a la

dosis administrada.

Los datos obtenidos hasta el momento muestran claramente que se reduce parcialmente
el dafio funcional, aun con la presencia de dafio a las 24 y 72 h hay mejor preservacion
del tejido renal, por lo que es probable que el tejido se regenere tempranamente o que
la adicién de butirato previo al dafio evite por tiempo prolongado el uso de glucosa,
podemos inferir que la célula del epitelio tubular a las 72 h en los grupos con butirato,
estan empleando su fuente energética primordial pues se reduce significativamente la
acumulacion de grasa en los grupos con dosis baja y alta. Para conocer exactamente los
mecanismos involucrados, serdn necesarios mas experimentos que incluyan el estudio
de otras proteinas inflamatorias, asi como cambios en la expresién de las proteinas que
median el transporte y la sefializacion de los SCFAs. Estos resultados, entonces, podrian
mostrar la asociacion con los resultados observados en este modelo con la finalidad de

encontrar un método terapéutico efectivo para tratar o prevenir la LRA.
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1. ANEXO
Constancias de congresos, platicas y cursos a los que se asistidé durante la elaboracion

de la tesis.

Constancia 1. VIl Congreso AMIINSHAE, diciembre 2023.

yites, _— . .
@, Asociacion Mexicana de Investigadores V”

de los Institutos Nacionales de Salud y
Hospitales de Alta Especialidad, A.C. CONGRESO

AMIINSHAE

Otorga la siguiente Constancia a:

Roque Citlali, Rosas Ariadna, Plata Consuelo, Cruz
Cristino, Bautista Claudia J. y Ramirez Victoria.

Por su participacion con el trabajo: “Efecto de la administracion de acidos grasos
de cadena corta (SCFAs) sobre la funcién renal” en el VIl Congreso AMIINSHAE
llevado a cabo en el Hospital Infantil de Mexico Federico Gomez los dias

5y 6 de diciembre.

idencia Colegiada Comité Organiza

Constancia 2. 14° Congreso Internacional de Investigacion UVM, octubre 2023.
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La Universidad Del Valle De México
Campus Guadalajara Sur

Otorga el presente:

RECONOCIMIENTO

Citlali Roque Soto

Por haber participado como ponente
en el 14° Congreso Internacional de Investigacion UVM
Guadalajara, Jalisco
5,6y 7 de Octubre del 2023.

L]
Dr. Emmanuel LopezNeri Mtra. Edurne OrtegaSilva
Vicepresidente del 14° Congreso Internacional de Investigacion UVM Presidenta del 14° Congreso Internacional

2023 de Investigacion UVM 2023

Constancia 3. VI Congreso AMIINSHAE, diciembre 2022.

Asociacién Mexicana de Investigadores CONGRESO
de los Institutos Nacionales de Salud y
Hospitales de Alta Epecialidad , A.C. AMIINSHAE

AMIINSHAE Otorga la siguiente Constancia a:

ROQUE CITLALI, ROSAS ARIADNA, PLATA CONSUELO, CRUZ CRISTINO,
BAUTISTA CLAUDIA J, RAMIREZ VICTORIA

Por su participacion con el trabajo: Efecto de la administracion de acidos grasos de cadena corta
(SCFAs) sobre la funcién renal en el VI Congreso AMIINSHAE llevado a cabo en el Instituto
Nacional de Pediatria los dias 1y 2 de diciembre.

v Presidencia Colegiada AMIINSHAE, A.C.

N\
[N
Dra. Mayra Chavez Courtois M. en C. Gerardo

9én Mejia

Comité Organizador VI Congreso AMIINSHAE, A.C. 7
(A

o
Dra. Marisela Méndez Armenta MIBB. ngllo Villanueva

CDMX, DICIEMBRE 2022.

|

|
{
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Constancia 4. 70° Congreso Internacional en Nefrologia IMIN, diciembre 2023..

Internacional
Nefrologia ('\

06 al 09

EXPO SANTA FE

CONSTANCIA DE ASISTENCIA

Constancia 5. Platica virtual: Programacion del desarrollo en el modelo de la rata:

evidencia critica de los cambios ambientales actuales, julio, 2023.

7N

\:IQ\«;,[”“:;) INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN
e
~ 5.

Otorga la presente

CONSTANCIA
QFB. Citlali Metztli Roque Soto

Por su participacién como ASISTENTE a la platica virtual

PROGRAMACION DEL DESARROLLO EN EL MODELO DE LA RATA:
EVIDENCIA CRITICA DE LOS CAMBIOS AMBIENTALES ACTUALES

la cual se llevd a cabo el 31de julio de 2023 con una duracién de 2 horas.

/! by

Dra. Mariela G. Contreras Escamilla Dr. José Carlos Crispin Acuiia
Jefa del Depaftamento de Coordinador del CICUAL
Investigacion Experimental y Bioterio

. GOBIERNO DE "\ INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS
‘\":\:‘i.' MEXICO SALUD 27 Y NUTRICION ALVADOR ZUBIRAN 1EB-104-36-A-248-23
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Constancia 6. Curso virtual de Induccién a las politicas de ingreso y uso al
octubre 2022

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICIO

SALVADOR ZUBIRAN

Otorga la presente

CONSTANCIA
Citlali Metztli Roque Soto

Por su participacion al Curso Virtual de “ Induccién a las politicas de ingreso y uso al
Bioterio ", el cual se llevé a cabo el 21 de octubre de 2022, en un horario de 10:30 a 13:30h.

Este curso virtual se llevo a cabo dentro de las instalaciones del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

/)
Dr. Gerardp Gamba Ayala Dra. Mariela Guadalupe Contreras Escamilla
Director dq Investigacion Instructor y Titular de Iﬂeparramsnto de

Investigacion Experimental y Bioterio

Led ‘ Be! Diaz Ramos
oo

iangdora del curso |EB-A04-36 A-37-22

3 GOBIERNO DE SALUD ""‘) INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS. €|@L6|AL

MEXICO (.. ¥ NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN AN ALY

fiO© O incmnsz

bioterio,
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