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RESUMEN

La Lesion Renal Aguda (LRA) es reconocida en la actualidad como
un factor de riesgo independiente para el desarrollo de Enfermedad
Renal Cronica (ERC). Sin embargo, los mecanismos involucrados
en la transicion de LRA a ERC son muy poco conocidos, y aun
menos conocidos son las alteraciones que ocurren temporalmente a
lo largo de dicha transicion. Es por ello que el objetivo de este
trabajo fue conocer las alteraciones temporales de la respuesta
inflamatoria, del estrés oxidante, hipoxia y fibrosis, asi como el
papel de las modificaciones epigenéticas en la transicion de LRA a
ERC. Se incluyeron 52 ratas Wistar macho divididas en: 1) Cirugia
falsa o Sham(n=16), 2) nefrectomia derecha(n=16) y 3) nefrectomia
derecha acompanada por isquemia izquierda de 45 min(n=20). Los
animales se siguieron 1, 2, 3 6 4 meses después de la cirugia.
Encontramos que los animales desarrollaron ERC que se
caracterizé por un aumento progresivo de la proteinuria, disfuncion
renal y alteraciones histopatoldgicas. Ademas, se encontré que
todos estos cambios se asociaron con una reduccién temprana de
HIF-1a/VEGF, aumento del estrés oxidante, hipoxia crénica y la
hipometilaciéon global del DNA en la corteza renal, que dejan de

manifiesto su papel clave en la transicion de LRA a ERC.



INTRODUCCION

El organismo necesita mantener un balance entre los liquidos
y electrolitos que se ingieren y los que se desechan para llevar a
cabo sus funciones. Por un lado, es indispensable que se
reabsorban todos los nutrientes que las células requieren para llevar
a cabo los procesos metabdlicos y por otro, se necesita eliminar los
desechos que los propios procesos generan. Para lograr este
balance, el organismo cuenta con una serie de sistemas vy
aparatos, que de forma coordinada mantienen la homeostasis

celular.

Uno de los sistemas que tiene una gran importancia en la
eliminacion de los desechos es el sistema urinario, ya que es capaz
de filtrar toda la sangre del organismo y de esa manera eliminar
selectivamente los desechos, asi como reabsorber todos los
nutrientes que son esenciales para el buen funcionamiento del

organismo.
Sistema urinario

El sistema urinario estd compuesto por dos rifiones con su
respectivo uréter, la vejiga y la uretra. Todos estos componentes

llevan en conjunto la eliminacion de los desechos a través de la



orina, pero es en el rindn en donde se llevan a cabo los procesos de

filtracidn, secrecion y eliminacidon de los componentes metabdlicos

Los rinones se encuentran ubicados en la parte posterior del
peritoneo, entre la doceava veértebra toracica y tercera vértebra
lumbar. Tienen un peso de entre 125-170g en hombres y de 115-
155¢g en las mujeres, representando con ello solo el 0.5% del peso
del organismo. Son 6rganos que presentan una clara organizacion
entre las células endoteliales y las células epiteliales que lo hace
competente para desempenar sus funciones. Entre estas funciones
esta la filtracién del plasma sanguineo, la regulacién del balance de
hidrico, electrolitico y acido-base, esto al regular Ilas
concentraciones de iones. También los rifones cumplen un papel
muy importante en la regulacion de la eritropoyesis, generacion de
células sanguineas y en la regulacion del calcio, al producir

hormonas como eritropoyetina y vitamina D, respectivamente. (1)

Gléndula Capsula
Suprarenal — Corteza
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Rifnén —
Vena renal
Uréter——
Cdliz mayor
Arteria renal ‘ : /
Vejiga —— - Calices menores
Pelvis renal \ ; / /
\_/
Uretra \\v/ Arteria interlobar

Uréter Papila renal

Figura 1. Sistema Urinario. Esquema de los elementos que conforman al sistema urinarioy al rifién.



La anatomia de los rifiones esta en estrecha relacion con su
funcion debido a que cuenta con glomérulos y un area extensa de
tubos de epitelio renal que le permiten realizar de forma correcta la
filtracidn, secrecion y reabsorcién. El primer paso es la filtracion del
plasma sanguineo. Luego para modificar el ultrafiltrado glomerular
cuenta con una vasta cantidad de capilares que permiten llevar a
cabo la reabsorcion o secrecion a lo largo de su paso por los

tubulos renales.

A simple vista en un corte transversal pueden apreciarse dos
zonas en el riidn; en la parte externa se encuentra la corteza renal,
que es donde se encuentran los glomérulos y hacia el centro se
ubica la médula renal. En la Figura 1 se muestra a detalle los
componentes del rindn. Dentro de la médula se encuentran entre 8-
18 piramides renales que desembocan hacia los calices menores en
donde fluye la orina hacia el seno renal, para posteriormente ser

eliminada. (1,2)

La unidad funcional del rindn es la nefrona, cada rifidn
presenta entre 800,000 a 1, 200,000 nefronas. Las nefronas estan
formadas por un penacho capilar llamado glomérulo y una serie de

tubulos epiteliales que estan divididos en tubulo proximal, asa de



Henle, tubulo distal y tubulo colector, Figura 2. Cada uno de estos
segmentos presenta una enorme selectividad al paso de iones y
metabolitos a través de sus membranas, esto es importante para
que los procesos de reabsorcion y secrecion se lleven a cabo de
forma o6ptima.

Capsula de
Tabulo Bowman Tubulo distal

Proximal ~ ) =
\ » Glomérulo \

CORTEZA

Asa de Henle —

U

Tubulo colector

'

Uréter

Figura 2. Componentes de la nefrona en donde se muestra la ubicaciéon de cada
uno de las partes del tubulo renal.

La funcién renal comienza con la filtracion del plasma
sanguineo a través de glomérulo generando un ultrafiltrado libre de
proteinas, posteriormente al pasar por las distintas zonas de los
tubulos renales, se van reabsorbiendo iones y sustancias como

glucosa, que el organismo necesita y al mismo tiempo se secretan
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otros desechos que no fueron filtrados al inicio. Al final tenemos un
concentrado de desechos llamado orina que se excretara a través
del tubulo colector. Al volumen de filtrado que se genera por unidad
de tiempo se le llama Tasa de Filtrado Glomerular, la cual es de 180
litros al dia. Es por esta razon que el rindn recibe aproximadamente
el 20% del gasto cardiaco, esto indica lo metabdlicamente activo
que es este organo, es por ello que incluso periodos leves de

hipoxia, son capaces de generar un gran dafno. (1, 2)

Lesion Renal Aguda (LRA)

Durante mucho tiempo se tuvieron problemas para
diagnosticar la LRA debido a que no existian consensos de la
definicién clinica de LRA. A la fecha se han establecido algunos
parametros clinicos y se ha unificado la definicion de LRA. Sin
embargo, hasta ahora no existen parametros clinicos que sean
capaces de detectar de forma oportuna este suceso, ya que el
parametro mas utilizado en la clinica es la elevacion de la creatinina
plasmatica, que no ocurre, sino hasta 48h después de que se
presentd la lesién. Esto ha traido como consecuencia que la

incidencia de LRA no haya disminuido en los ultimos 40 anos (3, 4).

La LRA se caracteriza por la caida abrupta y transitoria del

flujo sanguineo renal, lo que ocasiona una reduccion de la funcién y
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el consecuente dafno endotelial y epitelial por hipoxia (5). Se conoce
que la LRA afecta al 15% de los pacientes hospitalizados, siendo la
mayor la incidencia en los pacientes en terapia intensiva que es
entre el 30 al 60% y con una tasa de mortalidad de alrededor del
40% (3). En la clinica este fendbmeno se puede presentar por
diversas causas como es la sepsis, el uso de medicamentos
nefrotoxicos o medios de contraste, la hipovolemia generada por
hemorragias, deshidratacion o por una disminucion en la presion
arterial y cirugias mayores (5, 6, 7), lo que trae como consecuencia
que ocurran procesos de isquemia/reperfusién (IR). La isquemia
causa un proceso de hipoxia, que puede llevar a la muerte de las
células epiteliales proximales por apoptosis y necrosis, ya que el
oxigeno es indispensable para la fisiologia de la célula. Aunado a
este fendmeno, el proceso de reperfusion incrementa la generacion
de especies reactivas, generando dano oxidante en
macromoléculas como los acidos nucleicos, proteinas y lipidos (5).
En la clinica la LRA se presenta como una caida de la funcion renal
dentro de las primeras 48 horas, esto se ve reflejado en la elevacion
de la creatinina sérica, la disminucion del volumen urinario y una

depuracion de creatinina disminuida.

La LRA constituye uno de los mas grandes problemas de

salud, generando costos de hasta 9 mil millones de dolares para el
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sistema de salud norteamericano (3). En la actualidad la busqueda
de la temporalidad de los mecanismos involucrados en este
episodio (8,9), asi como la generacion de estrategias en la clinica
que sean capaces de prevenir el desarrollo de LRA resulta
indispensable para promover la reduccion de muertes y costos para

los sistemas de salud.

Durante mucho tiempo se especulé que los pacientes que
sobrevivian a un episodio de LRA no tenian ninguna repercusion
posterior y que el epitelio era capaz de regenerarse y regresar a su
estado normal. Sin embargo, estudios epidemioldgicos y modelos
experimentales recientes han demostrado que la LRA es un factor
de riesgo independiente para desarrollar Enfermedad Renal Cronica
(ERC). Ademas, se ha demostrado que la severidad de la LRA es

proporcional a la probabilidad de desarrollar ERC (10, 11, 12).

Enfermedad Renal Crénica (ERC)

La ERC se caracteriza por la pérdida progresiva de las
nefronas y de la funcién renal. A largo plazo habra una pérdida total
de la funcién y para este punto la unica forma de que el paciente
sobreviva es con terapias de remplazo renal, como dialisis
peritoneal y hemodialisis, o bien el trasplante renal. Ambas

posibilidades terapéuticas generan enormes costos a los sistemas
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de salud. En las ultimas dos décadas, la incidencia de la ERC ha
aumentado mas de tres veces y segun la OMS, sera una de las
primeras tres causas de muerte y de discapacidad en el mundo
para el 2020 (14). Esto sin duda impactara a los sistemas de salud

alrededor del mundo.

Mecanismos responsables de la LRA

En la actualidad se tiene nocibn de algunos de los
mecanismos involucrados en la LRA, sin embargo no se ha
terminado de entender a este fenomeno del todo. Se conoce que
durante un episodio de LRA hay un ambiente de hipoxia, que lleva a
la muerte de muchas células principalmente del epitelio tubular por

procesos tanto de apoptosis, que es una muerte celular

ESTRUCTURANORMAL LRA

Endoteliodafado y
activado

Apoptosis de
Células tubulares Células endoteliales células
epiteliales ‘ tubulares

K (‘
Pericitos Capilares ) "~\ @ \
o Digminygign Reclutami\e:nto“- | .
Macrdfagos de NO de macrofagos F;ec utamle.nto
residentes vascular o ‘ e neutrofilos

Figura 3. Efectos de un episodio de LRA en el rifién, responsables de causar el dafio. Modificada de
Ferenbach et al 2015.
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programada, como procesos de necrosis, muerte celular que
promueve la liberacién del material celular. Ambos mecanismos
generan una pérdida muy importante de epitelio tubular renal, que
se desprende y las células epiteliales se pueden encontrar en la
orina de los pacientes con este tipo de lesion. Se ha demostrado
que las células epiteliales mas dafadas son las del tubulo proximal,
especificamente, el segmento S3 (7) y se cree que esto se debe a

su alta tasa metabdlica.

Durante la LRA, las células de este segmento sufren un
cambio de polaridad debido a que la bomba Na'K'ATPasa, que
normalmente se encuentra en el lado basolateral se relocaliza al
lado apical, asi como cambios en el citoesqueleto que producen la
pérdida del borde en cepillo, una estructura especializada que
presenta este tipo epitelial. Los dos procesos antes mencionados se
relacionan con una disminucion en la capacidad de reabsorcién del
epitelio. Otro componente que sufre dafio durante este proceso, es
la microcirculacion, que no es capaz de responder a la hipoxia e
incluso se ha reportado que hay una pérdida de la microvasculatura,
proceso denominado rarefaccion vascular (7,8). En la Figura 3 se
esquematiza algunos de los procesos celulares que se alteran

durante la LRA.
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Transicion de LRA a ERC

Como se menciond previamente, durante mucho tiempo se
especuld que los pacientes que sobrevivian a un episodio de LRA
no tenian ninguna repercusion posterior y que el epitelio era capaz
de regenerarse y regresar a su funcionamiento normal. Sin
embargo, estudios clinicos y modelos experimentales recientes han
demostrado que la LRA es un factor de riesgo independiente para

desarrollar ERC (10, 11, 12).

Resulta evidente que cada vez existe mayor conocimiento
sobre los mecanismos involucrados en un evento de LRA; sin
embargo, como se comentod la LRA se ha convertido en un reto aun
mayor debido al riesgo inminente que tiene el paciente de
desarrollar ERC en un futuro no lejano. Lo anterior demuestra que a
pesar de que el tejido renal tiene la habilidad de recuperarse del
dafo celular letal o subletal, lo cual se observa de manera funcional
cuando los pacientes son egresados de la hospitalizacion con cifras
de creatinina en parametros normales, los procesos celulares del
endotelio y del tubulo renal no se recuperan totalmente, lo que

condicionan al desarrollo de disfuncion renal progresiva (10).
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En los ultimos anos se han propuesto varias teorias tratando
de explicar cdmo un episodio de LRA puede conducir al desarrollo
de ERC dentro las que destacan: ciclos de
dafo/reparacion/regeneracion continuos a lo largo del tiempo (8),
rarefaccion de los capilares peri-tubulares con el desarrollo
subsecuente de hipoxia cronica (11,15) y la activacion de las vias
de senalizacion en donde estan involucrados factores como HIF-1q,

MAP cinasas, citocinas pro-fibréticas y pro-inflamatorias (16; 17).

Dafio al DNA

Rlﬁén sano LRA Estrés celular
= Aumento de la edad
LRA/ERC anteriores

Arresto c.elular G2/M Fibrosis
o sammer=® progresiva
_.-Reparacion maladaptativa“-. " Cicatrizacion progresiva"
""" Endotelio danado . | Desprendimiento  Permanenciade ! : o o " inflamacion |

Miofibroblastos (g

y cronica 4
‘Apoptosis células :

@) Necrosis ~ + deienmos “gclggos M1
tubulares o

o células tubulares! ’
1'@‘ s P J
ol b
d
O

. - : '
' = : : : + Deposicion Secreiién Pérdida de !
! Reclutamientode  Reclutamientode; | Arrestodel ciclo | | decolageno e factores células

| macréfagos M1 neutréfilos  + | celular Pt profibréticos tubulares

Figura 4. Transicién de LRA a ERC. La inflamacién crénica, muerte celular y procesos fibréticos, son
algunos de los mediadores de este proceso. Modificada de Ferenbach et al 2015.

También se ha mostrado que después de la I/R no sélo no
hay proliferacién de las células endoteliales, sino que se presenta
una transicion del endotelio a mesénquima. Es decir, la disminucion
en la densidad vascular que ocurre después de la LRA resulta en

parte por la transicidon fenotipica que sufren las células endoteliales
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que se combina con la capacidad impedida de regeneracién (17).
Ademas, Conger et al. (18) mostraron que el rifidn post-isquémico
pierde la capacidad de autorregular adecuadamente el flujo
sanguineo renal. Estas condiciones en conjunto perpetuan los ciclos
continuos de dafio por hipoxia e inflamaciéon que eventualmente
conducen al desarrollo de ERC (18). Aunque es esencial que las
células tubulares proliferen para restablecer la estructura tubular
normal, dos estudios recientes sugieren que las células epiteliales
de los tubulos renales también juegan un papel critico en el
desarrollo de la fibrosis tubulo intersticial caracteristica de la ERC, a
través de inducir un arresto en el ciclo celular y modificaciones
epigenéticas (15,16). Yang L. et al. (19) demostraron que después
de dano renal por I/R o por nefrotdxicos o por obstruccion ureteral,
las células epiteliales sufren un arresto en el ciclo celular en la fase
G2/M, lo que resulta en un fenotipo que facilita la produccién de
factores pro-fibréticos como el TGF-3. Esto se debe a que en las
células del tubulo proximal que se encuentran arrestadas, la cinasa
JNK se activa y sobre-regula la produccion de citocinas pro-
inflamatorias (20). En la Figura 4 se resumen los mecanismos

descritos que estan involucrados en la transicion de LRA a ERC.
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Desde hace varios anos, nuestro laboratorio ha estado
interesado en el estudio de los mecanismos involucrados en el
desarrollo de ERC inducida por un episodio de LRA asi como en la
busqueda de la temporalidad de los mecanismos que nos ayuden a
encontrar moléculas clave que sirvan como blancos para prevenir la

transicion de LRA a ERC.

Epigenética en la transicion LRA a ERC

En los ultimos afos el papel de los mecanismos epigenéticos
ha tomado gran relevancia en el desarrollo de diversas patologias.
El dafo renal no es la excepcion, pero para el caso de la LRA y la
ERC poco se conoce al respecto. La metilacion global del DNA (21,
22), es uno de los mecanismos que recientemente se han
propuesto, como responsable del desarrollo de ERC.

Bechtel W et al. (21) infirieron que el mantenimiento de la
fibrosis puede representar que los fibroblastos activados no pueden
regresar a su estado basal debido a que sufren alteraciones unicas
en la metilacion de los fibroblastos. Este estudio sugiere que en la
progresion de la ERC ocurren cambios epigenéticos (21). Ademas,
estudios recientes han sugerido que los procesos inflamatorios y de
reparacion, tienen un componente de regulacion epigenética muy

importante (23, 24). Se ha demostrado, por ejemplo, que cambios
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en la metilacion de
regiones promotoras
de los genes de TNF-
a, IL-6 y MCP-1
promueven la llegada

de remodeladores de

la cromatica como

Figura 5. Regulacion epigenética de la LRA. La metilacion de

Brahma-related DNA (DNAme) y otras modificaciones de la cromatina promueven
la llegada de remodeladores de la cromatina. Modificada de
Marpadga A. R et al 2015.

gene-1 y Pol Il que
generan la transcripcion de dichos genes en la LRA, como se
detalla en la Figura 5 (25).

A pesar de estos avances, aun no se comprende como la
regulacion epigénetica contribuye a la transicion de LRA a ERC, ni
cual es la temporalidad de dichos cambios. Por lo tanto, resulta
interesante conocer si hay procesos dinamicos en la metilacion de
DNA a lo largo de la transicion, ademas que se ha sugerido que
pudiera ser uno de los mediadores del desarrollo de ERC.

Aportaciones previas de nuestro laboratorio

En un estudio realizado previamente por nuestro laboratorio,
se demostré que un episodio de LRA inducido por IR bilateral es

suficiente para que los animales progresen a ERC después de 9
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meses (26). La transicidén de la LRA a ERC después de 9 meses se
caracterizd por el desarrollo de hipertrofia renal, disfuncién renal,
hipertrofia glomerular, glomeruloesclerosis, atrofia tubular y fibrosis

tubulo-intersticial.

Debido a que la ERC se desarrollé después de nueve meses,
resulta importante tener un modelo que sea eficiente, en cuanto a
tiempo y costos, que permita estudiar los procesos involucrados en
la transicion a ERC inducida por un episodio de LRA en periodos de
tiempo menores.

Se han establecido otros modelos mas severos para lograr el
desarrollo de ERC inducida por un episodio de LRA, sin embargo la
mayoria resultan en eventos que generan cambios en la presion
arterial o son tan severos que no permiten el estudio de los
mecanismos temporales, como es el caso de la nefrectomia 5/6 o la
obstruccion unilateral (28).

Por todo lo anteriormente descrito, resulta relevante
conocer con exactitud los mecanismos que desencadenan la
transicion de LRA a ERC, asi como, determinar la temporalidad
de los mecanismos fisiopatolégicos a lo largo de la transicion,
lo cual permitira no solo entender este proceso de transicion,
sino tambien poder incidir con tratamientos efectivos en el

curso temporal de la enfermedad.
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HIPOTESIS

El modelo de nefrectomia unilateral e isquemia
contralateral acelerara la progresion a Enfermedad Renal
Crénica, ademas el estudio de las alteraciones temporales
implicados en la transicion de la LRA a ERC, nos mostraran

mecanismos clave en dicha transicion.
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OBJETIVO

Evaluar si el modelo de nefrectomia unilateral e isquemia
contralateral acelera la progresion a Enfermedad Renal Cronica
y analizar la implicaciéon y el curso temporal de moléculas
inflamatorias, profibréticas y la respuesta a hipoxia, asi como,

cambios epigenéticos durante este proceso.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar el modelo de nefrectomia derecha e
Isquemia contralateral en la rata a largo plazo.

2. Determinar si este modelo acelera la transicion de la LRA
a ERC.

3. Evaluar el curso temporal de la funcidn renal y el dafo
estructural durante la transicion de la LRA a ERC.

4. Analizar el curso temporal de moléculas inflamatorias,
pro-fibroticas y la respuesta a hipoxia, asi como su
implicacion en la transicion de Lesion Renal a
Enfermedad Renal Croénica.

5. Evaluar la participacion de mecanismos epigenéticos en

la transicion.
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METODOS

Nefrectomia derecha e isquemia contralateral.

Se incluyeron tres grupos de ratas Wistar macho de entre
300-350g. Los animales se dividieron en tres grupos, el grupo de
cirugia falsa (sham n=16), el grupo de nefrectomia derecha (UNx
n=16) y el grupo con nefrectomia derecha e isquemia renal
izquierda simultanea de 45 minutos en el rindn izquierdo (IR+UNx
n=20). El protocolo experimental se muestra en la Figura 6. Los
animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (30 mg/kg) y se
mantuvieron en una cama termoregulada para realizar la cirugia a
37°C. Bajo anestesia se realizd una incision abdominal para
exponer los dos riflones; primero se realizd la nefrectomia del rindn
derecho, disecando la grasa peri-renal, asi como, separando la
glandula suprarrenal del rindn con sutileza para evitar daiarla. Para
el grupo con IR+UNx, ademas de la nefrectomia se coloco un clip
en el rindn izquierdo durante 45 minutos, con la finalidad de
provocar el proceso isquémico y la reperfusion se logro al retirar el
clip, usando la recuperacion de la coloracion del rifidn, como
indicador. Los animales se mantuvieron en condiciones de bioterio,

con ciclos12-12h de luz-oscuridad y acceso libre a comida y agua.
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Los animales se sacrificaron y estudiaron a las 24 horas, 1,2, 36 4

meses dependiendo del grupo.

52 Ratas SACRIFICIO
: 3 ! | 3 [l
Wistar Macho )
RECOLECCION DE ORINA
Cirugia g § Il [l 3
| | | 1 T T 1
o 1 30 60 90 120
dias
[ ]
Sham | ) |
UNx | ' .

——
1D G ——
R4min L

Total de 16 grupos

Figura 6. Modelo experimental. Las flechas superiores indican los tiempos en donde se realizaron
las recolecciones, y las flechas inferiores indican los tiempos en que se realizo la eutanasia. Sham,
n=16; UNx, n=16, IR+UNx n=20

Medicion de parametros fisiolégicos

Los animales se colocaron en jaulas metabdlicas cada mes,
para recolectar la orina durante 24 horas para determinar el
volumen urinario, la excrecién urinaria de proteinas y la depuracion
de creatinina, para la cual también se recolect6 una muestra de
sangre de forma mensual. Para la determinacion de creatinina
sérica y urinaria se utilizé el método colorimétrico de acido picrico y
se cuantific6 a 510 nm en espectrofotdmetro. Para calcular la

depuraciéon de creatinina se utilizé la formula de C= (U*V)/S, en
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donde U es la creatinina urinaria multiplicada por el volumen
urinario, y S corresponde a la creatinina sérica. La excrecion
urinaria de proteinas se determind por el método turbidimétrico de
acido tricloroacético (TCA) y cuantificado a 420 nm en

espectrofotometro.

Para los estudios fisiologicos, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sodico (30 mg/kg), se colocaron en
cama de termo regulacion, la traquea se entubd con un tubo de
polietilieno PE-240 y se cateterizaron las arterias femorales con un
tubo de polietiieno PE-90 vy se realizé la medicion de la presion
arterial media por uno de los catéteres colocado en la arteria
femoral, usando un transductor de presion (Modelo p23 db, Gould.
Puerto Rico). Posteriormente se realizé una incisibn abdominal para
exponer el riidn izquierdo en donde se separd la arteria renal,
después se colocdé una sonda de ultrasonido (1RB, Transonic,

Ithaca, NY) para determinar el flujo sanguineo renal.

Histopatologia y Analisis Morfométrico

Después de las mediciones hemodinamicas, el rifidn derecho
se ligdé con sutura y se retird para separar médula y corteza renal,
enseguida se congelé a -70°C para posterior analisis molecular, en
el caso de los animales controles y en el caso de los animales
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uninefrectomizados, se escindié el polo superior y el inferior.
Después, el rifidn izquierdo se perfundid a través del catéter de la
arteria femoral con 20 ml de solucién salina, y después se fijé con
20 ml de formaldehido al 4%, siempre manteniendo la presion que
tenia previamente la rata. El rindn se incluyé en parafina con el fin
de realizar cortes de 4 ym de grosor. Los cortes se colocaron en
laminillas y se tifieron con acido periodico de Schiff (PAS) o rojo de
Sirio.

Se realiz6 el analisis ciego de las lamillas tefidas con PAS,
tomando 10 microfotografias de diferentes campos de la corteza
renal de cada rindn, usando una camara Nixon incorporada al
microscopio y se cuantifico el diametro glomerular en al menos 40
glomérulos por animal. También se usaron estas microfotografias
para determinar los anchos tubulares. En las laminillas tefiidas con
rojo de Sirio se capturaron cinco campos subcorticales del rifion
para cuantificar la fibrosis tubulo-intersticial usando un software
Eclipse Net de morfometria, se considerd fibrosis las zonas con

deposicidon de colageno que se tifen de rojo.

Determinacién de parametros bioquimicos

-Peroxidos de Hidrogeno
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En la orina recolectada durante el tiempo de seguimiento que
se mantuvo a -70°C se realizé la determinacién de peréxidos de
hidrégeno de orina como marcador de estrés oxidante, se utilizd el
kit comercial Amplex Red Hydrogen Peroxide/ Peroxidase Assay
(Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. La determinacion
se basa en la presencia de peroxidasa que al reaccionar con el
peroxido de hidrégeno, produce un compuesto rojo-fluorescente,
que se cuantificd en espectrofotometro a 560 nm y se extrapol6é con
una curva estandar. Se utilizaron 50 pL de muestra que se

incubaron en buffer del kit durante 30 min a temperatura ambiente.

Extraccion de RNA y PCR Tiempo Real para TGF-B, HIF-1a,

VEGF, IL-6, IL-10, TNF-a

Para la extraccion de RNA se utilizo el tejido previamente
almacenado a -70°C y usando un homogeneizador y el reactivo
TRIZoL (Invitrogen). Con el fin de conocer la calidad vy
concentracion de RNA se realizd una medicion por
espectrofotometria de UV (280/260nm) y se analizé su integridad

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Para realizar la transcripcidn reversa (TR) se utiliz6 1ug de
RNA total de tejido. Se calentd el RNA a 65°C durante 10 min, se
utilizé 200 U de transcriptasa reversa (MMLV, Stratagene), 100
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pmol de hexameros al azar (Life Technologies), 0.5 mM de cada
Dntp (SIGMA) y buffer 1X de TR (75Mm KCI: 50 Mm Tris-HCI; 3mM
MgClI2; 10mM DTT, pH: 8.3), se incubd durante una hora a 37°C, en
un volumen final de 20 pL. Al final se calentaron las muestras

durante 5 min a 95°C para inactivar a la enzima.

Para la PCR en tiempo real se utilizaron sondas TagMan
(Applied Biosystems) especificas para amplificacion de DNA
complementario. Se utilizaron sondas especificas para amplificar
TGF-B, HIF-1a, VEGF, IL-6, IL-10, TNF-a (FAM) y 18S RNAr (VIC)
como control de amplificacion. FAM vy VIC son colorantes
fluorescentes para detectar la amplificacion de productos, la
cantidad liberada por la son TagMan depende de la actividad
exonucleasa de la reaccion de PCR. La amplificacion se detectd en
un termociclador en tiempo real ABI 7000 Prism (Applied
Biosystems). Se utilizé el método relativo al gen control mediante la

féormula comparativa de Ct.

Niveles de Hsp72 en orina

Se utilizé 1 ul de orina para someterlos a electroforesis en un
gel de acrilamida al 8.5% desnaturalizante con SDS. Las muestras
se prepararon con buffer de carga en relacion 1:1 con un volumen

final de 20 uL. Después se transfirieron a membranas de difloruro
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de polivinilo (PVDF, Millipore) previamente equilibrada con buffer de
transferencia 1x (190mM glicina, 2Mm Tris base, SDS 0.1%) en un
transblot (SD cell, BioRad) durante 60 minutos a 9 volts.
Posteriormente se bloquedé 90 min con TBS buffer con 5% de
agente bloqueante (BioRad) y al terminar el bloqueo, la membrana
se incubo con el anticuerpo primario HSP72 (1:5000) ENZO durante
toda la noche a 4°C. Al terminar la incubacion se realizaron tres
lavados de 10 min con TBS-1x Tween, para después incubar con el
anticuerpo secundario acoplado a HRP, anti ratén IgG (1:5000)

Santa Cruz.

Extraccion de DNA y cuantificacion de metilacién global de

DNA.

Para la extraccion del DNA, se utilizaron 50 mg de tejido y se
homogenizaron con 200uL de PBS 1X (10 mM POy, 137 mM NacCl,
and 2.7 mM KCI), se agregé 60 puL de buffer de digestion, para
después agregar 26 pL de proteinasa K (SIGMA, 10 mg/mL) y se
mantuvo en hielo por 5 min. Posteriormente, la mezcla se dejo toda
la noche a 56°C, después las muestras se trataron con 3 uL de
RNAasa A (10 mg/mL) y se incubaron durante 3 h a 37°C. Al final
se agregaron 250 pL de fenol-cloroformo-isoamil alcohol, se

centrifugaron por 20 minutos a 4°C a 14,000rpm. Se tomd solo la
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fase superior, se agregd 83 UL de acetato de amonio (7.5M) y 250
ML de etanol absoluto. Las muestras se incubaron a -20°C durante
toda la noche, se centrifugaron y se deseché el sobrenadante. Se
hicieron dos lavados con 250 uyL de etanol 70%. El pellet se re-
suspendié en 200uL de agua libre de DNAasas. Finalmente, se
hizo una medicion por espectrofotometria de UV (280/260nm) para
determinar la pureza y la concentracion del DNA y se analizé su

integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Para analizar la metilacion global de DNA se utilizo el estuche
comercial de metilacion de DNA 5-mC (Zymo Research), se usaron
100 ng de DNA de cada muestra y se llevé a un volumen de 100 pl
con 5-mC de Coating Buffer, se incubé a 98°C por 5 minutos y
después se dejo en hielo durante 10 min. Se agregaron a la placa y
se incubd a 37°C por una hora. Posteriormente se desechd el
excedente y se lavd con 200ul de 5-mC Elisa Buffer. Se afiadieron
200pl de 5-mC Elisa Buffer a cada pozo, y se incubé a 37°C por 30
minutos. Se agregd una mezcla de anticuerpo primario anti 5-metil
citosina (diluciéon 1:2,000) y anticuerpo secundario anti conejo
acoplado a HRP (diucién 1:1,1000). Para finalizar se agregé 100l
de HRP Developer a cada pozo, se incubé 1 hora y se midié en

espectrometro a 405-450nm. Los resultados se extrapolaron con
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una curva estandar y se hizo la correccién por el porcentaje de islas
de citocinas y guaninas (CpGs), que se han reportado previamente

estan presentes en el genoma de la rata.
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RESULTADOS

El modelo de nefrectomia mas isquemia promueve LRA.

Como se menciond en la introduccién diversos estudios han
demostrado que sufrir un episodio de LRA es una causa que
predispone a la generacion de ERC. En nuestro laboratorio se han
utilizado modelos animales que han permitido conocer algunos de
los mecanismos que se encienden durante la transicion a ERC, sin
embargo, los modelos que se tienen hasta el momento son de
periodos de seguimiento muy largos, en el caso de la rata se
requieren 9 meses, lo que convierte el estudio de los mecanismos
de la transicion a ERC con un seguimiento muy prolongado, asi
como ineficiente para la busqueda de moléculas terapéuticas. Por
ello evaluamos la induccion de un modelo de LRA capaz de
acelerar la transicion a ERC. Para esto utilizamos el modelo de
nefrectomia unilateral acompanada por un episodio de isquemia
contralateral de 45 min, ademas de incluir a dos grupos mas que
sirvieron de controles: ratas operadas en forma falsa y ratas con

uninefrectomia derecha.
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Primero evaluamos la LRA inducida por isquemia/reperfusion,

para lo cual, todos los animales se colocaron en jaulas metabdlicas

para la recoleccion de la orina

24 h después de la cirugia.

Encontramos que todos
los animales con [IR+UNx
asignados a diferentes
periodos (1, 2, 3 6 4 meses)
de estudio presentaron una
elevaciéon significativa en los
niveles de proteina en la orina
(Figura 7A), asi como una
disminucién significativa en la
funcidn renal, evidenciada por
la disminucion de la
depuracion de creatinina y el
aumento de Ila creatinina
sérica, como se muestran en
las Figuras 7B y 7C; estas
alteraciones no se observaron

en el grupo Sham ni en el
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Figura 7. Induccién de LRA. Se muestran los parametros a las
24 horas después de la cirugia. Para los grupos Sham (S) y
Uninefrecotmia (UNx) se muestran los promedios, y para el
grupo de Nefrectomia+Isquemia (IR+UNx) se muestran los 4
grupos de los posteriores meses (m) de progresion sefialados,
demostrando la misma severidad de dafio. S, n=16 (blanco),
UNx, n=16 (gris) y grupos de IR+UNx, n=5 (negro). Promedio
+ ES. ANOVA p<0.05 * vs Sham; + vs UNx.

grupo sometido a uninefrectomia derecha.
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HSP72 AU

También analizamos los niveles de proteina en la orina del
biomarcador Hsp72, debido a que este biomarcador fue
previamente descrito por nuestro grupo como un biomarcador
sensible para la deteccion oportuna y severidad de la LRA.
Encontramos que todos los grupos de IR+Nx tuvieron un aumento
significativo y similar de Hsp72 en la orina. Esto no se observé en
ninguno de los grupos control (Figura 8A). También evaluamos los
niveles de perdoxido de hidrogeno en orina en los diferentes grupos
24 h post-isquemia. Encontramos que los animales con IR+Nx
presentaron un aumento significativo en los niveles de peroxido de
hidrégeno en la orina, comparado con los grupos controles y el
aumento fue similar en todos los grupos sometidos a isquemia

bilateral de 45 min (Figura 8B).
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Figura 8. Misma severidad del LRA. A) Biomarcador del dafio renal (HSP72) y B) generacién de estrés
oxidante. S= Sham, n=16 (blanco), UNx, n=16 (gris) y grupos de IR+UNx, n=5 (negro). Promedio * ES.
ANOVA p<0.05 * vs Sham; + vs UNX.
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Por lo tanto, el aumento en la proteinuria, en el estrés
oxidante y en la cantidad de Hsp72 en la orina, asi como, la
reduccion de la funcidon renal de la misma magnitud en todos los
grupos sometidos a isquemia indican que todas las ratas
presentaron el mismo grado de severidad de LRA; esto era
importante de demostrar con el fin de asegurar que los cambios
observados a largo plazo habian sido dependientes del mismo
insulto inicial y al tiempo de progresion y no por diferencias en la

severidad del dano ocasionado inicialmente.
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Figura 9. Evolucion del peso corporal y renal. A) Ganancia normal del peso
corporal. B) Hipertrofia renal de los grupos con UNx e IR+UNx. Sham, n=4
(circulo blanco), UNx, n=4 (cuadrado gris) y IR+UNx, n=5 (triangulo negro).
Promedio + ES. ANOVA p<0.05 * vs Sham; + vs UNx.
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El modelo de nefrectomia mas isquemia acelero la transicion a

ERC

Los animales se estudiaron y sacrificaron 1, 2, 3 y 4 meses
después de la cirugia. Se registro el peso de forma mensual y
encontramos que durante todo el seguimiento los animales

crecieron de la forma
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Figura 10. Evaluacion de parametros fisiologicos al renal (Figura QB)
seguimiento. A) Presion arterial media similar entre

grupos. B)Proteinuria de los animales en seguimiento. )

Sham, n=4 (circulo blanco), UNx n=4 (cuadrado gris) y desde el primer mes
IR+UNx n=5( triangulo negro). Promedio + ES. ANOVA

p<0.05" vs Sham; + vs UNx. con respecto al grupo

Sham, lo cual deja de manifiesto que el riidn tuvo que hipertrofiarse

para compensar la falta de la funcionalidad del otro rifidn.
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Al finalizar los periodos experimentales que fueron de un mes
y hasta 4 meses despueés, encontramos que todos los animales
eran normotensos (Figura 10A), lo que demuestra que los cambios
observados en la funcion y estructura renal estan mediados por el

proceso de isquemia y no por un aumento en la presion arterial.

Observamos que el grupo [IR+UNXx, presentd un aumento
progresivo de la proteinuria desde el segundo mes de seguimiento
(Figura 10B). Asi mismo, observamos que nuestro modelo fue
capaz de acelerar la transicion, ya que los valores de proteinuria
encontrados al cuarto mes, fueron similares a los valores obtenidos

al noveno mes en el modelo de isquemia-reperfusion bilateral (25).
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Figura 11. Caida de la funcién renal. A) Aumento de la creatinina sérica. B) Caida
de la depuracion de creatinina. Sham, n=4 (circulo blanco), UNx, n=4 (cuadrado
gris) y IR+UNx, n=5 (triangulo negro). Promedio + ES. ANOVA p<0.05 * vs Sham;
+ vs UNx.
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Aunado a la proteinuria, encontramos que a los 4 meses de
seguimiento, el grupo sometido a un episodio de LRA present6 una
elevacién de la creatinina sérica (Figura 11A), lo que reflejo la
disfuncién renal y por lo tanto la disminucion significativa de la

depuracion de creatinina (Figura 11B).

Aumento del estrés oxidante e hipoxia cronica.

Con el fin de caracterizar el curso temporal y la significancia
del estrés oxidante en promover la transicién a ERC, evaluamos el
curso temporal del peroxido de hidrogeno en las muestras de orinas
en diferentes periodos de la evolucion a ERC, que es un indicador

de la generacion de especies reactivas de oxigeno.

>
m

400+ %+

x+ x+ *F

1564

w

o

o
1

124

PEROXIDOS
pMol/24h
N
(=3
b
FLUJO SANGUINEO RENAL
ml/min

6_
+
100 8§3¥q—<§ *+ 3
3_
0 T T T T 1 0 T T T T
30 60 90 120 30 60 90 120
Dias Dias

Figura 12.Procesos de estrés oxidante e hipoxia crénica. A) Aumento de las
especies reactivas de oxigeno en orina. B) Disminucion del flujo sanguineo
renal en el grupo con isquemia. Sham, n=4 (circulo blanco), UNx, n=4
(cuadrado gris) y IR+UNx n=5 (triangulo negro). Promedio + ES. ANOVA
p<0.05* vs Sham; + vs UNXx.

Como se muestra en la Figura 12A, encontramos que en

todos los animales que sufrieron un episodio de LRA presentaron
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un aumento significativo en los niveles de perdxido de hidrégeno en
la orina y que el incremento en el estrés oxidante se evidencio
desde una etapa muy temprana, un mes post-isquemia vy
permanecid elevado durante todo el seguimiento del estudio, es
decir, el estrés oxidante jugo un papel preponderante desde el inicid
de la transicion de la LRA a ERC, diferencia que no se observo en

los grupos controles.
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Figura 13. Cambios histolégicos en la transicién a ERC. A) Microfotografias representativas de
cada grupo. B) Aumento del area glomerular. C) Aumento del ancho tubular renal. Sham, n=4
(blanco), UNx, n=4 (gris) y IR+UNx, n=5 (negro). Promedio + ES. ANOVA p<0.05 * vs Sham; +
vs UNX.

Ademas, encontramos que los animales con isquemia,
tuvieron una reduccion del flujo sanguineo renal, es decir, estos
animales tuvieron procesos de hipoxia crénica (Figura 12B). En

cambio, los animales con uninefrectomia, presentaron una
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hiperperfusion renal; este dato tiene sentido si consideramos que
estos animales deben suplir la falta de un riidn, aumentando la

funcion del rindn remanente.

Cambios histopatoldgicos en la transicion de la LRA a ERC

Como mencionamos previamente, la un nefrectomia provoco
una hipertrofia compensatoria; sin embargo, la adicion de un
episodio de LRA resultd en una mayor hipertrofia glomerular al
cuarto mes, como lo muestra el aumento significativo de el area
glomerular en este grupo y que se evidencia en la Figura 13B. La
hipertrofia renal también se evidencidé por el aumento significativo
del tamafno de los tubulos corticales, como se aprecia en la Figura
13C. Estos cambios se vieron acompafados por la generacién de
cilindros e infiltracion de células del sistema inmune, como se

muestra en las microfotografias representativas (Figura 13A).

Ademas de los cambios estructurales, también encontramos que el
grupo con IR+UNx presentaba fibrosis tubulo-intersticial, que se
muestra en la Figura 14. Todas estas alteraciones no se

encontraron en los animales control.

Respuesta ineficiente a hipoxia en la transicion a ERC

Para investigar el papel de la respuesta a hipoxia, que se

conoce juega un papel importante durante el proceso de isquemia,
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asi como en el desarrollo de ERC, analizamos el RNAm de el
Factor Inducible por Hipoxia 1alfa (HIF-1a) y uno de sus genes
blanco, el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, por

sus siglas en inglés).
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Figura 14. Desarrollo de fibrosis en la transicién a ERC. Tincion de rojo de sirio. Las flechas
sefialan la fibroisis tubulo-intersticial. Sham, n=4 (blanco), UNx, n=4 (gris) y IR+UNx, n=5
(negro). Promedio + ES. ANOVA p<0.05 * vs Sham; + vs UNXx.

Encontramos que existid una respuesta ineficiente a la
hipoxia, ya que hubo una disminucion en los niveles de ambos
mensajeros en los dos primeros meses después de la IR+UNx
(Figura 15A y 15B). De manera interesante encontramos un
panorama similar en el grupo UNX, aunque creemos que esto se
debe a la hiperperfusién renal encontrada en este grupo (Figura

12B), ya que esperariamos que existan niveles de oxigeno elevados
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y que esto inhiba la expresion de HIF-1a. Sin embargo queda
pendiente evaluar que ocurre a largo plazo en este grupo en

particular.

>
g
g
w
N
g

2
VEGF/M8S
> @

HIF1a/18S
s
<

et
o
1
o
o
1

% *

e
o
1

T T 1

30 60 90 120
Dias Dias

S
=)

Figura 15. Respuesta ineficiente a hipoxia en la transicién a ERC. A) Reduccién de
HIF-12 (Factor inducible por hipoxia). B) VEGF (Factor de crecimiento del endotelio
vascular) Sham, n=3 (circulo blanco), UNx, n=4 (cuadrado gris) y IR+UNx n=5

(triangulo negro). Promedio = ES. ANOVA p<0.05 * vs Sham; + vs UNX.

También analizamos los niveles de RNAm del factor de
crecimiento transformante (TGF-[3, por sus siglas en inglés), y a los
4 meses se encontré un aumento significativo de este RNAm en los
animales con IR+UNx (Figura 16A). Este hallazgo es concordante
con la aparicion de fibrosis tubulo-intersticial en este grupo (Figura

14).

Para analizar el papel de vias de inflamacion, medimos los
niveles de RNAm de interleucina 6 (/L-6), una citocina
proinflamatoria, que se ha demostrado involucrada en el proceso de
LRA y en la transicion a ERC (15, 25), asi como los niveles de

Interleucina 10 (/L-10), una citocina antiinflamatoria. Encontramos
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que los niveles de mensajero de IL-6 se encontraban aumentados

de forma significativa a los 4 meses (Figura 16B), lo que nos habla
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Figura 16. Vias profibréticas e inflamatorias
promovieron la transicion a ERC. A) TGF-
(Factor de crecimiento transformante), B)
IL-6 (Interleucina-6), C) IL-10 (Interleucina-
10). Sham, n=3 (circulo blanco), UNx, n=4
(cuadrado gris) y IR+UNx, n=5 (triangulo
negro). Promedio + ES. ANOVA p<0.05 * vs
Sham; + vs UNx.

de la inflamacién crénica que se
presenta en el desarrollo de

ERC.

Por otro lado los niveles de
IL-10 se encontraban
disminuidos desde el primer mes,
haciéndose  significativos  al
segundo mes; pero que volvieron
a niveles normales para el tercer
y cuarto mes (Figura 16C). Estos
cambios solo se observaron en el

con IR+UNx y no

grupo
estuvieron presentes en ninguno

de los grupos control.

Cambios en Ila metilacion
global de DNA responsables

de la transicion a ERC.

Por ultimo, en la busqueda de los mecanismos que se

encendieron de forma

temprana y que pudieran ser

los
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responsables de la transicion a ERC, analizamos los niveles de
metilacién global del DNA. Encontramos que existi6 un proceso
importante de hipometilacion en los animales con LRA, que
comenzOd desde el primer mes y se mantuvo a lo largo del
seguimiento (Figura 17A). Estos cambios se vieron en corteza renal,
mientras que en médula renal no se observaron diferencias (Figura
17B). Observamos también que, en general, la médula presenta
niveles mas bajos de metilacion en comparacion con los niveles

encontrados en la corteza renal.
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Figura 17. Hipometilacién global del DNA. A) Disminucién en la metilacion del DNA en la
corteza renal. B) No se observaron cambios en la metilacién en médula renal. Sham, n=4
(circulo blanco), UNx, n=4 (cuadrado gris) y IR+UNx, n=5 (tridngulo negro). Promedio *
ES. ANOVA p<0.05 * vs Sham; + vs UNXx.
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DISCUSION

La LRA es un problema de salud publica, que acaba con la
vida de millones de personas cada ano y que a pesar de los
avances en la medicina moderna, no ha disminuido su frecuencia
en las ultimas décadas. Ademas, recientemente se evidencio que la
LRA es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de la
ERC. Particularmente en México, las estadisticas de padecimientos
renales son alarmantes y de acuerdo con datos de la Federacion
Mexicana de Enfermos y Trasplantados Renales A. C,,
aproximadamente 12 millones de personas padecen ERC, 160 mil
se encuentran en fases avanzadas de la enfermedad vy
lamentablemente, solo cerca de 7% recibe tratamiento por parte de

alguna dependencia publica del sector salud (29).

Es por ello que resulta imperativa la busqueda de los
mecanismos involucrados en la transicion de LRA a ERC, con la
finalidad de conocer cuales son los puntos clave en donde se puede
contar con blancos terapéuticos para prevenir dicha transicion. De
este hecho surge la importancia de contar con modelos
experimentales que resulten eficientes para el estudio de todas

estas alteraciones.

47



Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que un
episodio de LRA inducido por isquemia/reperfusién bilateral en
roedores genera el desarrollo progresivo de ERC (25, 26) sin
embargo, como se menciond anteriormente, para lograr la
progresion a ERC se requiere un periodo de seguimiento de 9
meses, lo que se convierte en un modelo poco eficiente y con la
generacion de mayor costo. Es por esta razon que el presente
trabajo abordo la caracterizacion de un modelo de LRA que fuese

capaz de acelerar la transicion a ERC.

En este estudio encontramos que un episodio de I/R
acompanado por wuna nefrectomia unilateral, indujo LRA,
caracterizada por la elevacion de proteinuria, caida de la funcion
renal, dano del epitelio tubular y la generacion de estrés oxidante
después de 24 h. De acuerdo a nuestra hipoétesis inicial, éste
modelo fue capaz de acelerar el desarrollo de ERC, ya que a los
cuatro meses estos animales ya presentaban un aumento
progresivo de la proteinuria y una caida significativa de la funcion
renal, hallazgos que en el modelo de IR bilateral requirieron 9

meses de seguimiento (25).

Se conoce que uno de los mecanismos iniciadores de la

disfuncién renal, es la hipo-perfusiéon renal (12, 15), en este trabajo
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encontramos que los animales que sufrieron el episodio de LRA
presentaron hipo-perfusion sostenida, ya que a pesar que en otros
modelos el flujo sanguineo renal se restablece en el primer mes de
seguimiento (25, 26, 27), en este modelo hubo una disminucién del
flujo que se presentd desde el primer mes, y se potencio este efecto
aun mas al cuarto mes. Ademas, encontramos que estos animales,
tenian un proceso de estrés oxidante activo, ya que al evaluar la
generacion de peroxido de hidréogeno en orina, este se encontro
elevado desde el primer mes y se mantuvo durante todo el

seguimiento.

Al encontrar que habia un proceso de hipoperfusién y por lo
tanto de hipoxia crdénica, decidimos analizar la respuesta a hipoxia
mediada por HIF-1a y su gen blanco VEGF. En coincidencia con
otros reportes en la literatura (17), encontramos que existia una
respuesta ineficiente de HIF-1a, y su gen blanco, ya que los niveles
de RNAm se encontraban disminuidos en el primero y segundo
mes de seguimiento. Esto fue de llamar la atencion ya que trabajos
recientes (11, 15) han reportado que la respuesta tardia de este
factor pudiera estar relacionada con la activacion de procesos
inflamatorios y la generacion de fibrosis. Por otro lado se ha visto
que la disminucion de VEGF es la responsable de la rarefaccion

vascular (15), que promueve a la hipoxia cronica. En este escrito
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también detectamos que la reduccion de Hifta impacté en su gen
blanco VEGF, lo cual puede en parte encender una respuesta de

dafno temprano sobre la vasculatura renal.

Aunado a los cambios antes mencionados encontramos que
la activacion de moléculas pro-inflamatorios, como la interleucina 6,
se presento al cuarto mes de seguimiento y esto se asocio con las
alteraciones estructurales encontradas en este periodo de tiempo,
en donde se encontré una gran cantidad de infiltracion de células
inflamatorias, fibrosis tubulo-intersticial, dilatacion tubular y un
aumento significativo de los diametros glomerulares. La fibrosis
tubulo-intersticial observada en los rifones del grupo de IR+Nx se
asocié ademas, con un aumento del RNAm del factor pro-fibrético

TGF-B.

Para determinar si existia una alteracion en las modificaciones
epigenéticas, que cada vez estan tomando mas relevancia en la
patologia renal, como primer acercamiento evaluamos Ila
temporalidad de los cambios en la metilacion global de DNA.
Encontramos que el grupo IR+Nx presentd una disminucion
significativa de los niveles de metilacion del DNA en la corteza
renal, misma que se mantuvo a lo largo del seguimiento. Un hecho

interesante fue que los cambios sb6lo se observaron en corteza, que
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es donde se presentd la mayor cantidad de alteraciones fisiolégicas
e histologicas, mientras que para el caso de la médula renal no se
encontraron cambios. Creemos que estos cambios en la metilacion
son los responsables de la expresiéon diferencial que ocurrioé en este
grupo y que podrian estar acompanados por otras modificaciones

epigenéticas, pudiendo ser una pieza clave en la transicion a ERC.

En este estudio mostramos que la nefrectomia mas un proceso
de isquemia/reperfusion aceler6 la transicion de la LRA a ERC
comparado con el modelo de isquemia bilateral renal. Por lo que
consideramos que podria ser un excelente modelo para la
busqueda de blancos terapéuticos para la prevencion del desarrollo
inducido por un episodio de LRA. La ERC se caracteriz6 por
alteraciones funcionales y estructurales caracteristicas de esta
enfermedad como lo fue: el aumento progresivo de la proteinuria, la
caida del FSR, la disminucion de la depuracién de creatinina, el

desarrollo de hipertrofia renal y fibrosis tubulo-intersticial.

El estudio del curso temporal de algunas vias de dafo renal, nos
permitid elucidar que el estrés oxidante, la menor sefializacion de
Hifta y la disminucion de la metilacion global en corteza renal

toman lugar desde una etapa incipiente de la ERC.
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Estos resultados abren una nueva linea de investigacion en
donde definir la significancia de la hipometilacion del DNA y el uso
de antioxidantes y de inductores de HiF1a podrian tener una gran

relevancia para evitar o reducir la progresion de la ERC inducida por

un insulto isquémico.
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