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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad renal crénica ocupa el 17° lugar dentro de las causas de muerte a nivel
mundial. Estudios epidemiol6gicos han demostrado la existencia de una asociacién entre la obesidad y el
desarrollo de enfermedad renal crénica. La obesidad aumenta la demanda metabdlica renal y lleva a la
expansion mesangial, ya que, un aumento de la grasa corporal central sin aumento en el nimero de nefronas
requiere como adaptacion el aumento del flujo sanguineo renal y de la tasa de filtracion glomerular, provocando
cambios hemodinamicos, sindrome de hiperfiltracion glomerular, hipertrofia glomerular, disminucién de la
densidad de podocitos y el aumento de la fraccion de filtracion; todos estos cambios pueden inducir proteinuria.
El resveratrol es un polifenol que se encuentra principalmente en las uvas. Tiene propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas y antienvejecimiento. Se ha visto que la administracidn de resveratrol reduce
el peso corporal ya que este polifenol es capaz de inhibir la adipogénesis y también es capaz de inducir la
apoptosis de los adipocitos maduros. Estudios experimentales previos han mostrado que el resveratrol puede
mejorar la funcién renal y las anormalidades histoldgicas renales, tales como: la albuminuria, la expansion
mesangial, la acumulacion de fibronectina glomerular e intersticial, asi como la infiltracion intersticial de
macro6fagos; ademas de sus efectos antioxidantes, como la eliminacién directa de radicales o la modulacion de
enzimas antioxidantes, como el radical superdxido, los radicales hidroxilo, el peroxinitrito y la enzima
superoxido dismutasa dependiente de manganeso. La obesidad ha estado en constante aumento a nivel mundial
en los Gltimos afios, siendo México uno de los paises mas afectados y considerando que la obesidad es un factor
de riesgo para el desarrollo de enfermedad renal cronica, resulta eminente identificar nuevos blancos
terapéuticos para reducir o evitar esta complicacion. Por lo tanto, en este estudio se pretende evaluar a un

compuesto con actividad antioxidante y antiinflamatoria sobre el dafio renal inducido por obesidad.

Objetivo: Establecer si el tratamiento con resveratrol puede prevenir o evitar la progresion a

enfermedad renal crénica causada por obesidad en ratas hembra

.Métodos: Se estudiaron 18 ratas Wistar hembras divididas en los 3 siguientes grupos experimentales:
1.- Dieta control (n = 6), 2.- Dieta alta en grasa (n = 6), 3.- Dieta alta en grasa més resveratrol (n = 6). En estos
dos ultimos las ratas fueron alimentadas con una dieta alta en grasa desde los 21 dias de nacidas, ademas, al
grupo de dieta alta en grasa més resveratrol se le administr6 diariamente la dosis de resveratrol por via oral (20
mg/kg) a partir de los 90 dias de edad. Se registro diariamente el consumo de alimento y la ganancia de peso de
todos los animales. Al cuarto y quinto mes de tratamiento con resveratrol, todos los animales fueron colocados
en jaulas metabdlicas con agua ad libitum para la recoleccion de orina de 24 h y se determiné la proteinuria en
las muestras. También se determiné la albuminuria por la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida-
SDS, el cual se tifid con Azul de Coomassie para determinar la densidad de las bandas de albimina por
densitometria. Una vez concluidos los 5 meses de tratamiento se determind la tensién arterial media y el flujo
sanguineo renal. Se realizaron las tinciones histoldgicas de PAS (Acido periddico de Schiff) y rojo de Sirio para

evaluar la hipertrofia glomerular, asi como el grado de dilatacién tubular. En los cortes histolégicos tefiidos con



rojo de Sirio se evalud la fibrosis tubular. Finalmente se determind la depuracion de creatinina, los niveles de

aldosterona sérica y los niveles urinarios de peréxido de hidrégeno como marcador de estrés oxidante.

Resultados y conclusiones: Se observé un incremento en el peso corporal en el grupo alimentado con
una dieta alta en grasa con respecto al grupo control, mientras que el peso en el grupo alimentado con una dieta
alta en grasa y administrado con resveratrol fue significativamente menor al grupo con dieta alta en grasa. Se
observé un incremento en la proteinuria y en la albuminuria en el grupo alimentado con una dieta alta en grasa,
mientras que el grupo administrado con resveratrol mantuvo niveles similares al grupo control. La tension
arterial media, el flujo sanguineo renal, la depuracion de creatinina y la aldosterona fueron constantes en los
tres grupos. Se observo un incremento en los niveles urinarios de peréxido de hidrogeno en el grupo alimentado
con una dieta alta en grasa con respecto al grupo control, mientras que con la administracion de resveratrol este
efecto fue revertido. Por Gltimo, se observd hipertrofia glomerular en el grupo alimentado con una dieta alta en
grasa, sin embargo, el resveratrol mejor6 de forma significativa las anormalidades glomerulares en los rifiones
de ratas obesas. La elaboracion del presente proyecto permitié demostrar que las ratas hembra desarrollaron
dafio renal moderado debido a una ingesta alta en grasa, caracterizado por el aumento de la proteinuria, la
albuminuria, hipertrofia glomerular y estrés oxidante, mientras que las ratas hembra administradas con
resveratrol no desarrollaron dafio renal. Asimismo, mostramos que la administracion de resveratrol puede
revertir el desarrollo del dafio renal inducido por obesidad, disminuyendo la proteinuria, la albuminuria, el estrés
oxidante y el dafio estructural en el glomérulo. EI mecanismo de proteccién de este polifenol esta relacionado
a sus propiedades antioxidantes, su capacidad para evitar la hiperfiltracién glomerular ya que reduce la grasa
corporal mediante sus propiedades antiadipogénicas y apoptéticas, y su capacidad de mantener la integridad
estructural del glomérulo disminuyendo asi la hipertrofia glomerular.



INTRODUCCION

El rifion.

El rifion es un érgano importante del cuerpo, posee una estructura compleja adaptada
a varias funciones bioldgicas esenciales, como la regulacion de la presion arterial, el correcto
mantenimiento del balance de iones y agua, asi como el desecho de productos metabdlicos

toxicos para el organismo. *

Los riflones de una persona filtran aproximadamente 190 litros de sangre de manera
diaria, para eliminar alrededor de 2 litros de agua en forma de orina, lo que significa que, la
tasa de filtracion glomerular (TFG) es de 125 ml/min. 2 Para poder realizar esta funcion,

los rifiones reciben el 20-25% del gasto cardiaco. 3

La estructura renal tiene organizaciones morfoldgicas altamente diferenciadas que
vienen determinadas por su funcién. Macroscopicamente, el rifion se puede dividir en tres
secciones: la corteza, la médula y la pelvis renal que se conecta con el uréter. La médula se
divide en interna y externa. La arteria renal penetra el rifidn al lado del uréter, bifurcandose

hasta formar la arteriola aferente que conduce a la formacion del glomérulo. +°

La unidad funcional del rifion es la nefrona. El rifion humano posee entre 800,000 a
1,200,000 nefronas, mientras que las ratas poseen 30,000 nefronas en cada rifion, éstas se

encargan de filtrar la sangre para asi mantener la homeostasis del cuerpo. &7

La nefrona esta subdividida en una unidad de filtracion llamada corpulsculo renal o
glomérulo y un compartimento de reabsorcion tubular segmentado. EI glomérulo esta

formado por cuatro diferentes tipos celulares: células endoteliales glomerulares, podocitos,



celulas mesangiales y células epiteliales parietales. La matriz extracelular que comparten las
celulas endoteliales y los podocitos se denomina membrana basal glomerular. EI endotelio
fenestrado, la membrana basal glomerular y los poros hendidos entre los pedicelos de los
podocitos constituyen las tres capas distintivas de la barrera de filtracion glomerular entre la
sangre y el espacio urinario. ElI mesangio proporciona un soporte al sistema vascular
glomerular y las células epiteliales que forman la capsula de Bowman. El filtrado urinario
primario se colecta en la cdpsula de Bowman, el penacho glomerular sélo permite el paso de
moléculas menores a 7,000 Da, es decir, sélo el agua y algunos solutos son capaces de
atravesar la barrera de filtrado, dejando atréas a las proteinas en el sistema circulatorio. El
filtrado glomerular es ahora transportado a través de una serie de tdbulos epiteliales
conectados que inician desde el tabulo proximal, el asa de Henle, el tabulo distal y finalmente
un tubulo colector (Figura 1 y 2). Los tubulos de las nefronas y el tubulo colector expresan
varios canales idnicos y de agua, asi como transportadores que ayudan a concentrar y ajustar
la composicion del filtrado urinario por reabsorcion y secrecion de compuestos quimicos
como iones de sodio, potasio, cloro, fésforo, calcio, magnesio y bicarbonato; también
podemos encontrar glucosa, urea, aminoécidos y algunos péptidos como insulina y la
hormona antidiurética. Todo este proceso, es vital para la conservacién de fluidos,
mantenimiento del balance electrolitico y la reabsorcion de glucosa. %8 Los desechos vy el
agua en exceso se convierten en orina que se recolecta en el tabulo colector, posteriormente

ésta fluye hacia la vejiga a través de unos conductos llamados uréteres. 2

Si los rifiones no eliminan los desechos adecuadamente, éstos se acumulan en la

sangre y dafan al cuerpo; de encontrarse proteinas mayores a 7,000 Da en la orina, se



presume que existe una alteracion renal y que la barrera de filtrado no esta cumpliendo su
funcion. 12
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Figura 1. El glomérulo. Representacion esquematica de un corte transversal de un glomérulo. Modificada de
Skorecki, K. 2018. 8
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Figura 2. Componentes de la nefrona. Se muestra a la nefrona constituida por el glomérulo y los segmentos

tubulares que se dividen en: tlbulo proximal, asa de Henle, tbulo distal y tGbulo colector. Modificada de
Guyton, A. 2006. °



Las funciones del rifién.

Sus funciones son: 1. Depurar de la sangre los productos de desecho generados por el
organismo, como la urea, el &cido Urico y la creatinina, evitando la intoxicacion por uremia.
2. Excretar mediante la orina la misma cantidad de agua, sodio, cloro, potasio, calcio y
magnesio que entran en el organismo, con la finalidad de mantener un balance electrolitico.
3. Fabricar el bicarbonato que se destruye diariamente con la dieta. 4. Fabricar las hormonas
renales: eritropoyetina que estimula a la medula 6sea para producir glébulos rojos, renina
que regula la presion arterial y el calcitriol 1,25-(OH) 2D3 (metabolito activo de la vitamina
D) que ayuda a mantener el calcio para los huesos y para el equilibrio quimico normal en el

cuerpo. 127

La funcidn de los rifiones se puede calcular mediante la determinacion de los niveles
de creatinina sérica y urinaria, y utilizando una formula para determinar la tasa de filtracion

glomerular estimada. 2

Enfermedad renal crénica.

La enfermedad renal crénica (ERC) es un problema de salud publica mundial, ocupa
el 17° lugar dentro de las causas de muerte. La incidencia y la prevalencia estan en un
aumento constante generando altos costos para los sistemas de salud, que incluso la
Organizacion Mundial para la Salud (OMS) ha proyectado que para el afio 2020 seré la 3°
causa de mortalidad. Se prevé que la prevalencia de ERC en adultos de 30 afios 0 mas

aumentara del 13.2% actual, al 14.4% en el 2020 y 16.7% en el 2030. Las causas mas



comunes de insuficiencia renal son la diabetes tipo 2 y la hipertension arterial, que en

conjunto padecen el 60% de los pacientes con enfermedad renal cronica terminal. 7101112

La ERC se define como la presencia de dafio renal estructural y la pérdida progresiva
de la funcion renal siendo la TFG normal de alrededor de 125 ml/min y que en condiciones
de dafio renal va disminuyendo (60 a 90 ml/min) y puede llegar a la pérdida total de la funcién
renal, lo que se conoce como enfermedad renal cronica terminal, independientemente de la

etiologia subyacente.

Las guias de la Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) se refieren a
la ERC como todo el espectro de la enfermedad que ocurre después del inicio del dafio renal.
La evidencia del dafio estructural puede derivar de un estudio histolégico, imagenologico o
de las alteraciones persistentes en el examen de orina por un plazo superior a 3 meses,
particularmente por la presencia de albuminuria. Una reduccion en la TFG menor a 60 ml/min

corresponde a una ERC, sin requerir evidencia adicional de dafio renal estructural. *°

La National Kidney Foundation recomienda tres pruebas rutinarias para detectar esta
enfermedad, que son: una medicion de la presion arterial, una comprobacion réapida de
proteina o albumina en la orina y el célculo de la TFG con base en una medicién de creatinina

en suero. 2

Fisiopatologia de la enfermedad renal crénica.

La fisiopatologia es multifactorial y las vias moleculares que se relacionan con el
inicio y la progresion constituyen una rara y compleja red de reguladores redundantes. La

evolucion de la enfermedad es el resultado de la pérdida progresiva de nefronas, a



consecuencia de cambios hemodindmicos compensatorios a nivel glomerular. Se presentan
también hipertension e hiperfiltracion glomerular de las nefronas remanentes, hipertrofia y
atrofia tubular, fibrosis tubulointersticial, esclerosis glomerular progresiva, arterioesclerosis
y respuestas humorales desordenadas. Todo lo anterior, conlleva a la fibrosis del parénquima

renal con la pérdida definitiva de la funcion renal. 1 13.14.15.16

El proceso que da lugar a la progresion hacia la ERC en general, inicia por diversas
respuestas celulares y moleculares en respuesta al dafio inicial, las cuales se generan con el
fin de mantener la homeostasis, pero en lugar de lograrlo, estas respuestas celulares terminan
dafando a las nefronas funcionales. Los fendmenos compensatorios que ejercen las nefronas
remanentes debido a la pérdida de otras nefronas, exacerban la fisiopatologia glomerular. La
liberacion de un gran ndmero de moléculas bioldgicamente activas en el tabulointersticio
generan inflamacion y desdiferenciacion de las celulas epiteliales. Los requerimientos
energéticos por el hiperfuncionamiento de las nefronas remanentes exceden los sustratos
metabdlicos disponibles y aunado a un inadecuado balance vascular, promueven la
hipoxia/isquemia con una consecuente acidosis y generacion de especies reactivas de

oxigeno, 17-18.19,20,21

La progresion de la ERC se da a través de tres fases: 1.- Un estimulo de dafio inicial,
2.- Mecanismos de reparacion desregulados y empeoramiento de la funcion de las nefronas,
3.- Respuesta de las nefronas remanentes, generando mecanismos compensatorios por la
pérdida de otras nefronas, lo que las lleva a realizar cambios en su actividad normal que

pueden ser deletéreos para la supervivencia de las nefronas funcionales. 2



En la etapa incial de la pérdida de las nefronas, las nefronas remanentes se hipertrofian
con el fin de mantener la tasa de filtracion glomerular: la superficicie capilar del glomérulo
aumenta para suplir esta demanda, pero los podocitos diferenciados no pueden proliferar para
cubrir este incremento en el &rea, por lo tanto se hipertrofian y si esta respuesta es
insuficiente, el glomérulo tendra &areas desnudas de esta cubierta. Sin embargo, en cierto
punto se alcanza el limite de su ajuste y como muchas nefronas se pierden, la TFG comienza
a disminuir. Ya que la homeostasis del rifion se gobierna a nivel de las nefronas, pueden
comenzar a existir desbalances de iones, por ejemplo, retencion de sodio y consecuentemente
aumento del volumen extracelular. Ante esta retencion se requiere una mayor excrecion de
sodio, por lo que se activan hormonas que tratan de regularla, en este caso, la habilidad de
los mecanismos compensatorios puede permanecer hasta que el 90% de las nefronas hayan
sido perdidas. Esto no sucede con otros iones como los fosfatos o el calcio, los cuales a nivel
plasméatico aumentan y disminuyen, respectivamente, cuando las nefronas se pierden. Las
variaciones encienden una serie de mecanismos que median el incremento de la hormona
paratiroidea y de la secrecion del factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF-23), que a su
vez incrementan la secrecion de fosfatos para normalizar los niveles plasmaticos de fosfatos
y calcio. Este nuevo estado se alcanza hasta que el tibulo llega al maximo de respuesta y
dichas hormonas siguen aumentando en un vano intento de compensar las deficiencias, lo
cual afecta de manera sistémica, por ejemplo en la reabsorcién dsea y afectando a otros

6rganos. 23

Un mediador principal en la respuesta hipertrofica es el Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona (RAAS) que puede regular tanto la hemodindmica, como la

hipertrofia/hiperplasia celular. El incremento de la actividad de RAAS estimula diversas vias



que median la hipertrofia, la produccion de citocinas fibrogénicas y la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), adicional a ello, el dafio inflamatorio y glomerular puede causar
dafio tubular. La angiotensina Il (Ang Il) tiene un papel clave en la progresion de la
enfermedad renal, ya que participa en los cambios hemodinamicos glomerulares y en los
cambios de permeabilidad de la barrera de filtracién glomerular contribuyendo a incrementar
la proteinuria. Se ha propuesto que la filtracién glomerular de proteinas plasméticas causa
dafio tabulointersticial, ya que pueden ser moléculas activas oxidantes o inflamatorias. Las
vias comunes que generan hipertrofia de la nefrona son: respuestas celulares al dafio y

eventos bioquimicos que participan en la progresion de la pérdida de las nefronas.” 24 2526

Cuando existe un estimulo estresante, las células epiteliales se desdiferencian a través
de un proceso llamado transicion epitelio mesénquima. Estas células muestran caracteristicas
de proliferacion, migracién y produccion de citocinas. Esta puede ser una respuesta
contraproducente para la reparacion del dafio, ya que puede estar contribuyendo a la fibrosis
del parénquima renal al estar reclutando otras células fibrogénicas, o estar produciendo
proteinas de matriz extracelular. Citocinas como el TGF-B, el FGF, elPDGF, angiotensina Il,
endotelina, entre otras, tienen papeles potenciales en las vias que se encienden en la transicién

epitelio mesénquima. 222

La inflamacion juega un papel central en la progresion a ERC. Se ha propuesto que
el epitelio tubular del rifion puede generar moleculas proinflamatorias como TNF-a, IL-6,
IL-1B, y TGF-B, que se concentran de manera local promoviendo la inflamacion. Los
macrofagos que junto con las células dendriticas que estan presentes de manera normal en el
riidn pueden estar participando en la sefializacion inflamatoria, siendo reclutados por

quimioatrayentes al tibulo dafiado. 2% 212829

10



El deterioro de la microcirculacién renal contribuye potencialmente a la progresion
de ERC. Las células endoteliales sufren apoptosis en respuesta a la pobre perfusion, lo cual
genera rarefaccion vascular, evento central en la pérdida de nefronas. Existe una funcién
endotelial desregulada y un decremento en la angiogénesis, por lo que se generan factores
angiogenicos que también pueden ser contraproducentes al actuar como citocinas inductoras
de respuestas profibrdticas y proinflamatorias. El factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), por ejemplo, puede promover inflamacion y fibrogénesis;la proteina endostatina es
antiangiogénica y se ha reportado que niveles altos de ésta correlacionan con el aumento en
la tasa de progresién a ERC. Los niveles plasméticos de la dimetilarginina asimetrica
(ADMA), que es un inhibidor de la sintasa de 6xido nitrico, también se correlacionan con la

severidad de la progresion del dafio renal. 223

El rifion consume grandes cantidades de ATP con el fin de proveer la energia
necesaria para el transporte de sales, acidos organicos y otros constituyentes plasmaticos,
este ATP es generado por el metabolismo aerobio. Al diminuir el flujo sanguineo renal,
ocurre un desplazamiento hacia el metabolismo anaerobio para suplir los requerimientos de

ATP, lo que genera diversas vias que influencian la pérdida de mas nefronas. 223!

Otro factor importante en el progreso de la enfermedad es el factor inducible por
hipoxia (HIF), el cual tiene acciones angiogénicas que pueden ser protectoras en el dafio
agudo, sin embargo, sus acciones cronicas pueden ser deletéreas, ya que interviene en el
desarrollo del fenotipo fibrotico de las células epiteliales de manera directa o indirecta, asi
como en la activacion de los genes de coladgeno estimulados por TGF-B atun en ausencia de

hipoxia. 32 33
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El estrés oxidativo resulta de un desequilibrio entre los compuestos antioxidantes y la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que puede dafiar de manera irreversible
los componentes celulares. La formacion excesiva de radicales libres resultado de los
procesos fisiopatologicos ocasionan la destruccion de las macromoléculas de la célula
(&cidos nucleicos, lipidos, carbohidratos y proteinas) induciendo una disminucién en la
resistencia al ambiente y un incremento en la fragilidad celular. Uno de los mecanismos
mediante los cuales la hipoxia genera ERC es la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que se presentan en 3 formas inestables: el radical hidroxilo, el anién superédxido y el
peroxido de hidrogeno, las cuales juegan un papel importante en la transduccion de sefiales
que desembocan en hipertrofia, alteracion de las interacciones proteina-proteina,

inflamacion, proliferacion, entre otros procesos deletéreos. 3*

Obesidad.

La obesidad se ha convertido rapidamente en un problema de salud publica
alrededor del mundo, generando altos costos para los sistemas de salud. Segun la OMS,
mas de 1.9 billones de personas adultas en todo el mundo tienen sobrepeso, de los que,
600 millones de nuevos casos de obesidad se detectaron en el 2014; en México el 32.1%
de la poblacién es obesa. La obesidad tiene una etiologia multifactorial, cuya causa
principal es el desequilibrio energético, ya que se consumen mas calorias que las que se
gastan, por ende, la obesidad se define como la acumulacion excesiva de grasa corporal
que puede perjudicar la salud. El indice de masa corporal (IMC) es utilizado para clasificar
el sobrepeso y la obesidad, que se calcula dividiendo los kilogramos de peso por el

cuadrado de la estatura en metros de una persona (kg/m?). La OMS considera un IMC
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entre 20 - 25 kg/m? como peso normal, un IMC entre 25 - 30 kg/m?como sobrepeso y un

IMC de 30 kg/m? o mayor como obesidad. 3 3¢

El desequilibrio cronico de calorias causa un aumento en el almacenaje de
triglicéridos en el adipocito. El incremento de la masa del tejido adiposo se caracteriza
por cambios en las propiedades celulares de los adipocitos, como el aumento de lipidos
intracelulares, el incremento en el tamafio del adipocito (hipertrofia) y el incremento del

numero de adipocitos (hiperplasia) mediante la adipogénesis. ¥’

En la hiperplasia aumenta el nimero de preadipocitos y éstos se diferencian a
adipocitos maduros por la secrecidn de adipocinas. Los factores de transcripcion que influyen
en la diferenciacion de los preadipocitos son: el receptor proliferador de peroxisoma activado

gamma (PPAR-y) y la proteina de union al enhancer CCAAT alfa (C/EBP-a). 38 3°

El exceso de almacenamiento de lipidos parece causar alteraciones funcionales del
reticulo endoplasmatico (RE) y la mitocondria. En estados de desequilibrio energético y
adiposidad, hay una excesiva demanda en el RE que provoca disfuncion del plegamiento de
proteinas, creacion de gotas de lipidos y deteccion de colesterol. Las manifestaciones de
estrés del RE en el adipocito incluyen el incremento en las concentraciones de lactato y la
produccion de la proteina homéloga C/EBP (CHOP). Ademas de los efectos en el RE, la
obesidad se ha asociado con el estrés oxidativo a nivel de la mitocondria. En estados de
adiposidad, el procesamiento del exceso de &cidos grasos libres por la mitocondria produce

desacoplamiento mitocondrial y liberacion de ROS. #°

Los mediadores sistémicos de la disfuncion del adipocito incluyen a las adipocinas,
los acidos grasos libres y los mediadores inflamatorios. Las adipocinas son moléculas
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circulantes producidas por los adipocitos, son centrales en la fisiopatologia de la obesidad,
éstas incluyen a la adiponectina, la leptina, la resistina y la grelina. Ademas de sus efectos en
el uso de la energia, las adipocinas tienen influencia en la produccién de mediadores
inflamatorios. Por ejemplo, la adiponectina inhibe la sintesis y accion de TNFa, que a su vez
afecta negativamente la transcripcion de adiponectina. La leptina aumenta la sintesis de

interleucina 6 (1L-6) y TNFa en los macréfagos que también los activa. *8

ERC por obesidad.

Estudios epidemioldgicos han demostrado la existencia de una asociacién entre la
obesidad y la ERC. #! De tal forma que, la obesidad es un factor de riesgo importante e
independiente para el desarrollo y progresion de la enfermedad renal cronica. 4% 43 44
Ademas, la ERC causada por la obesidad puede ser independiente de la diabetes y la
hipertension. 4% 46

Se han propuesto varios mecanismos por los cuales se ha relacionado a la obesidad
con la ERC. La obesidad aumenta la demanda metabdlica renal y lleva a la expansion
mesangial, ya que, un aumento de la grasa corporal central sin aumento en el nimero de
nefronas, requiere como adaptacién un aumento del flujo sanguineo renal y de la tasa de
filtracion glomerular, provocando cambios hemodinamicos, sindrome de hiperfiltracion
glomerular, hipertrofia glomerular, disminucién de la densidad de podocitos y el aumento de
la fraccién de filtracion; todos estos cambios pueden inducir que haya proteinas de forma

anormal en la orina (proteinuria). 47+ 48 49

Esta secuencia de eventos desencadena una cascada de cambios intrarenales y

neurohormonales que causan un deterioro en la natriuresis renal, un aumento en la
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reabsorcion de sodio en las nefronas y que, a su vez, conduce a la compensacion renal por
vasodilatacion y aumento de la TFG, provocando un sindrome de hiperfiltracion glomerular.
La lesion renal y la pérdida de nefronas ocurren en asociacion con una prolongada
hiperfiltracion, y, en algunos casos, con la propia hipertensién inducida por la obesidad. La
hiperfiltracion glomerular que se produce después de un aumento de peso eventualmente
disminuye y es sustituida por una disminucién gradual de la tasa de filtracién glomerular. La
activacion de TGF-B, del Sistema Nervioso Simpético (SNS) y del Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona, y la compresion fisica de la médula renal por parte del aumento
de la adiposidad visceral, pueden contribuir a la hipertension, que junto con la alteracion de
la hemodindmica intrarenal, la alteracién histolégica renal, los trastornos metabélicos (por
ejemplo hiperlipidemia e intolerancia a la glucosa), la hiperfiltracion glomerular y la

inflamacién, causan lesion glomerular, glomeruloesclerosis y pérdida progresiva de nefronas.

50, 51

La obesidad puede contribuir al desarrollo de la hiperlipidemia, es decir, cuando hay
demasiados lipidos en la sangre como el colesterol y los triglicéridos; esto se da por la ingesta
excesiva de una dieta alta en grasa. La obesidad promueve alteraciones en las hormonas
derivadas de adipocitos, como baja adiponectina y altos niveles de leptina. La adiponectina
es un importante regulador de la albuminuria, mientras que un alto nivel de leptina causa

proteinuria, glomeruloesclerosis y promueve la fibrosis renal, asi como estrés oxidante. 4% 2

El exceso de energia asociado al aumento de &cidos grasos libres y la reduccion de
adiponectina, reduce la actividad de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK),
aumentando asi la actividad de acetil-CoA carboxilasa (ACAC). Por lo anterior, se produce
una reduccion de la oxidacion de acidos grasos y un aumento de la sintesis de éstos, que
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promueven una situacién de toxicidad lipidica y estrés energético, y que fomentan el

desarrollo de la ERC. %2

A menudo en la obesidad ocurre una deposicion ectopica de lipidos en los tejidos no
adiposos, como puede ser el rifion, estudios previos han encontrado que esta acumulacién
excesiva se produce en las células de los tubulos proximales, en los podocitos y en las células
mesangiales. °3 Esta deposicion excesiva conduce a la acumulacion de metabolitos toxicos,
como diglicéridos y ceramidas, derivados del metabolismo de las grasas, de los acidos grasos
y de esfingolipidos. >* Ademas, estos metabolitos pueden conducir a la disfuncion
mitocondrial, estrés del reticulo endoplasmatico, apoptosis, y eventualmente, lesion y

disfuncidn renal. *°

El tejido adiposo secreta angiotensindgeno y enzima convertidora de angiotensina
(ECA), éstos pueden actuar sobre el endotelio y musculo liso vascular, provocando
vasoconstriccion y efectos proinflamatorios vasculares a través de la expresion endotelial de
VCAM-1, ICAM-1 y MCP-1. La angiotensina Il contrae a las arteriolas eferentes, que no
solo contribuye al aumento de la reabsorcién capilar peritubular y por consiguiente a la
reabsorcion de sodio tubular, si no también, aumenta la presion hidrostatica glomerular. La
activacion de RAAS puede contribuir a la lesion glomerular, observada en la obesidad, por

exacerbar la creciente presion glomerular. >°
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Resveratrol.

El resveratrol es un polifenol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno) que se produce naturalmente
en muchas plantas como las uvas, las bayas, y la cascara de cacahuete. Tiene propiedades

antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas y antienvejecimiento. *°

La sirtuina 1 (SIRT1) es un importante regulador de procesos celulares, ya que tiene
efectos citoprotectores a través de multiples mecanismos, tales como antiapoptosis,
antioxidantes y antiinflamatorios, también regula la biogénesis mitocondrial, la autofagia, el
metabolismo en respuesta a la energia celular y el estado redox mediante la desacetilacion de

muchos sustratos. °¢

Asi mismo, se ha demostrado que el resveratrol es un activador de SIRT1 mediante
varios mecanismos. Aunque originalmente se pensaba que el resveratrol activaba
directamente a SIRT1 a través de un efecto alostérico, ahora se sabe que se requiere de la

AMPK para su activacion. >

Resveratrol y ERC por obesidad.

El resveratrol puede reducir la lesion renal, incluyendo la nefropatia diabética, lesion
renal inducida por farmacos, lesién renal inducida por la aldosterona, lesion por
isquemia/reperfusion, lesion renal inducida por la sepsis y el rifién obstruido, a través de sus

efectos antioxidantes y la activacion de SIRT1. 5859

La adipogénesis, la apoptosis, la lipogénesis, la lipolisis y la oxidacion de acidos

grasos se han descrito en la literatura como mecanismos blancos de este polifenol. &
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Estudios experimentales previos llevados a cabo en modelos animales de diabetes han
demostrado que el resveratrol puede mejorar la funcién renal, las anormalidades histol6gicas
renales, tales como expansién mesangial, acumulacion de fibronectina glomerular e
intersticial, la infiltracion intersticial de macr6fagos, asi como promover una reduccion en la
albuminuria. Ademas posee un efecto antioxidante mediado por la eliminacion directa de
radicales libres como: el superdxido, los radicales hidroxilo y el peroxinitrito o bien por la
modulacion de la expresién y actividad de las enzimas antioxidantes como: la superdxido
dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD). Al interactuar con el radical libre, el
compuesto antioxidante cede un electrdn, éste se oxida y se transforma en una molécula

menos reactiva. &% 62

Se ha mostrado que el resveratrol previene la nefropatia diabética en ratones db/db
por la fosforilacion de AMPK vy la sefializacion de SIRT1-coactivador 1-alfa del receptor
gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PGC)-1la, que parecen prevenir la

apoptosis relacionada con la lipotoxicidad y el estrés oxidativo en el rifion. 8

También se ha reportado que el tratamiento con resveratrol atenta la hipertrofia renal
y la excrecion urinaria de albimina en la fase inicial de la diabetes en ratas diabéticas

inducidas por streptozotocina (STZ), sin afectar los niveles de glucosa en la sangre. >

De igual forma se ha visto que la administracion de resveratrol en ratas diabéticas por

STZ, disminuye la expresion del factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-p1). %

Se ha visto que la administracion de resveratrol reduce el peso corporal, ya que este

polifenol es capaz de inhibir la adipogénesis, proceso por el que los preadipocitos se
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transforman en adipocitos maduros y también es capaz de inducir la apoptosis de éstos

altimos.

El resveratrol inhibe a C/EBPp, ¢l factor regulador temprano de la adipogénesis.
Ademas, la expresion de C/EBPa y PPARY, requerida para inducir cambios en la forma
celular desde una forma fibroblastica a una forma esférica, también se reduce por este

polifenol mediada por SIRT1.

El resveratrol fosforila a la proteina cinasa activada por AMP y, una vez activada,
AMPK inhibe a la acetil-CoA carboxilasa (ACAC) mejorando la oxidacion de acidos grasos

y disminuyendo la sintesis lipidica. %

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada, inherente a la mayoria de
las células nucleadas, que se activa cuando se les priva de factores esenciales de
supervivencia; puede ser inducida por ciertos tipos de estrés celular o por la induccion de
ligandos inductores de muerte especificos. Este proceso estd mediado por caspasas, que
pueden clasificarse como caspasas iniciadoras (caspasa 8 y 9) y caspasas efectoras (caspasa
3y 7). Se ha propuesto que el tratamiento con resveratrol incrementa a la proteina caspasa 3
independientemente de SIRT1, induciendo la apoptosis de los preadipocitos. % También se
ha encontrado que el efecto apoptético del resveratrol en los adipocitos maduros se da por la

modulacion de la via de Akt. &

Recientemente se demostro que el resveratrol incrementa sinérgicamente la apoptosis
inducida por el ligando inductor de apoptosis (TRAIL) de los adipocitos humanos y que este

efecto es independiente de SIRT1. %8
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El resveratrol reduce la expresion de TNFa, interleucina 6 (IL-6) y ciclooxigenasa 2
(COX-2), que son mediadores clave de la respuesta inflamatoria. También inhibe la
sefializacion de NF-«kB activada por TNF-a, reduciendo asi, la expresion de citocinas

proinflamatorias. %

Estudios in vitro han demostrado que el resveratrol reduce la expresion génica de las
adipocinas proinflamatorias IL-6, IL-8, la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-
1) y el inhibidor del activador del plasmindégeno-1 (PAI-1), estimulada por IL-1f en
adipocitos, ademas aumenta la expresion génica de adiponectina e inhibe la secrecion de

leptina en éstos, % 7% 72

La activacion de SIRT1 desacetila, ademas, al coactivador 1-alfa del receptor gamma
activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1a) en regiones promotoras para inducir
la expresion de genes implicados en la biogénesis mitocondrial y la oxidacion de acidos

grasos. "3

Los podocitos son celulas epiteliales altamente diferenciadas que componen a la
barrera de filtracion glomerular, el dafio de estos podocitos contribuye a la presencia de
proteinuria; las proteinas que conforman a los podocitos como la nefrina y podocina son
criticas para mantener su integridad estructural. Se han hecho estudios experimentales donde
el tratamiento con resveratrol modula la expresion de la nefrina y podocina en modelos

animales de obesidad por la ingesta de una dieta alta en grasa. ™
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ERC ocupa el 17° lugar dentro de las causas de muerte a nivel mundial. Existe una
gran preocupacion por los sistemas de salud por la alta incidencia de esta enfermedad, que
incluso la Organizacién Mundial para la Salud ha proyectado que para el afio 2020 sera la 3°
causa de mortalidad. Aunado a esto, la obesidad ha estado en constante aumento a nivel
mundial en los ultimos afios, siendo México uno de los paises mas afectados y considerando
que la obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad renal cronica, resulta
eminente identificar nuevos blancos terapéuticos para reducir o evitar esta complicacién. Por
lo tanto, en este estudio se pretende evaluar a un compuesto con actividad antioxidante y

antiinflamatoria sobre el dafio renal inducido por obesidad.
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HIPOTESIS

El tratamiento con resveratrol reduce o evita la enfermedad renal cronica causada por
la obesidad, debido a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y su papel en la

adipogeénesis.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer si el tratamiento con resveratrol puede reducir o evitar la progresion a

enfermedad renal cronica causada por obesidad en ratas hembra.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Evaluar la severidad de la ERC inducida por obesidad mediante la determinacion de
los niveles de proteinuria, albuminuria, depuracion de creatinina, aldosterona seérica,
asi como los niveles urinarios de peroxido de hidrogeno como marcador de estrées
oxidantey el dafio histoldgico renal.

Determinar si la administracién de resveratrol puede reducir o evitar el desarrollo de
alteraciones funcionales y estructurales observadas en la ERC por obesidad.

Evaluar los posibles mecanismos de la renoproteccién conferida por el resveratrol en

la prevencidn de la progresion a ERC.

23



MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembra, las cuales fueron provistas por el bioterio del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ). Los
animales se mantuvieron en cajas hasta su sacrificio en un ciclo de luz-obscuridad 12:12 h,
con acceso libre al alimento y al agua. El protocolo se condujo con la autorizacion del Comité
de Etica del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL)

del INCMNSZ.

Protocolo experimental

Se incluyeron 18 ratas Wistar hembra. Las ratas se dividieron en los tres siguientes
grupos experimentales: 1.- Control (n=6), alimentados con dieta chow (Rodent Lab Chow
5001). 2.- Animales alimentados con una dieta alta en grasa desde los 21 dias de nacidas
(n=6). 3.- Ratas alimentadas con una dieta alta en grasa desde los 21 dias de nacidas y que a
partir de los 90 dias de edad recibieron simultaneamente resveratrol 20 mg/kg de manera
diaria durante cinco meses (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (n=6). El resveratrol fue
disuelto en una solucion acuosa de carboximetilcelulosa 0.5%. Los animales se estudiaron y

sacrificaron al quinto mes de tratamiento. (Figura 3).
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Figura 3. Protocolo experimental. La flecha roja indica el tiempo en que empez6 la administracion de la dieta
alta en grasa vy la flecha azul indica el tiempo en donde se empezd a administrar el resveratrol (20 mg/kg).

Control n=6, dieta alta en grasa (DAG) n=6 y dieta alta en grasa més resveratrol (DAG + Res) n=6.

Dietas

La dieta control consistié en alimento comercial Rodent Lab Chow 5001®, formulada
para mantenimiento de roedores convencionales conteniendo 5% (p/p) de grasa y un
contenido energético de 4 Kcal/g. Mientras que la dieta alta en grasa fue elaborada en la
planta piloto del Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (DCyTA) del
INCMNSZ, cuyo contenido de grasa fue del 25% (p/p) y el energético de 5 Kcal/g, con una
formulacién disefiada con base a la recomendacion AIN-93 del American Institute of
Nutrition asi como, modificaciones hechas a eésta por la Dra. Elena Zambrano y
colaboradores. Para su elaboracion se utilizo una batidora de paletas MaGnum modelo KB-

503 de 20 L de capacidad, potencia de 1.10W, 1/4 HP y 425 rpm (Tabla 1).”

25



Tabla 1. Composicion de las dietas usadas en el estudio.

COMPONENTE DIETA CONTROL DIETA ALTA EN GRASA
Proteina 25% 23%
Grasa 5% 25%
Polisacaridos 31% 21%
Azucares simples 31% 21%
Vitaminas 1% 1%
Minerales 7% 5%
Fibra 5.3% 5%

Contenido Energético 4.0 Kcallg 5.0 Kcal/g

Resonancia magnética

Los escaneos se realizaron colocando a los animales en un cilindro de pléstico de
paredes delgadas de 3 mm de grosor, 6.8 u 8.2 cm de didmetro interior en funcion del peso
corporal, con un inserto de plastico cilindrico afiadido para limitar el movimiento. Mientras
estaban en el tubo, los animales fueron sometidos brevemente a un campo electromagnético
de baja intensidad (0.05 Tesla) para medir la grasa, el musculo y el agua corporal total.
Después de 2 minutos, cuando se completd la medicion, los animales fueron devueltos a su
jaula de origen. Este sistema genera diferentes sefiales que modifican los patrones de giro de

los 4&tomos de hidrogeno dentro del sujeto y utiliza un algoritmo para evaluar las curvas
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resultantes especificas para cada uno de los componentes medidos: masa grasa, masa

muscular y agua corporal total.

Mediciones fisiologicas

Al cuarto y quinto mes del periodo experimental, los animales se colocaron en jaulas
metabolicas para la recoleccion de orina, teniendo acceso al agua ad libitum. Posterior a la
recoleccion, los animales fueron devueltos a sus jaulas con alimento y agua ad libitum. Se
midié el volumen de orina de la recoleccién de 24 h. Se cuantificd la proteinuria y la

depuracion de creatinina.

Al finalizar el periodo experimental, las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital
sodico (30 mg/kg), se coloco a la rata en una mesa termoregulada a 37°C, se determiné la
tension arterial media (TAM) mediante cateterizacion de la arteria femoral con un tubo de
polietileno (PE-50) monitoreada con un transductor de presion (Modelo p23 db, Gould,
Puerto Rico) acoplado a un poligrafo de Grass (Grass Instruments, Quincy, MA). El flujo
sanguineo renal (FSR) se determiné a través de una sonda de ultrasonido (1RB, Transonic
flowprobe, Ithaca, NY) conectada a un flujdmetro (Transonic flowmeter, New York, NY), la
cual se coloco en la arteria renal izquierda previamente disecada y se le aplico gel de
acoplamiento ultrasonico (HR Lubricating Jelly, Carter-Wallace, NewYork, NY). Se ligé el
paquete vascular del rifion derecho con sutura y se extrajo el rifidn completamente, se
determind el peso del rifion y posteriormente fue seccionado en corteza y medula. Ambas
secciones se congelaron en nitrogeno liquido y fueron almacenadas a -70°C para posteriores
estudios moleculares. El rifién izquierdo se perfundié con 20 ml de solucion salina al 0.9% y

posteriormente se fijo con 20 ml de formaldehido al 4% a través del catéter colocado en la
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arteria femoral; una vez perfundido, se retird el rifion y se realizd un corte sagital y otro
transversal. Los tejidos fueron incluidos en parafina en secciones de 3um y se realizaron las

tinciones de PAS (Acido periddico de Schiff) y rojo de Sirio.

Estudios histopatologicos

El analisis de las laminillas se efectué de manera cegada. En las laminillas con tincion
de PAS (Acido periédico de Schiff) se evalud la hipertrofia glomerular mediante la
determinacion del diametro glomerular. Se capturaron 5 campos (100x) de corteza renal de
las ratas utilizando una camara digital incorporada en un microscopio Nikon (Nikon
Corporation, Tokyo, Japan) y se midieron los diametros de al menos 50 glomérulos por rata
con el programa NIS-Elements AR 4.5 (Nikon Corporation, Tokyo, Japan). También se midio
el diametro tubular de al menos 100 tubulos para determinar el grado de dilatacion tubular
con el programa NIS-Elements AR 4.5 (Nikon Corporation, Tokyo, Japan). En los cortes
histoldgicos tefiidos con rojo de Sirio se digitalizaron al menos 5 campos (100x) subcorticales
y se evalud el porcentaje de area tubular afectada mediante morfometria con el programa

NIS-Elements AR 4.5 (Nikon Corporation, Tokyo, Japan).

Anélisis Bioquimicos

Proteinuria: La excrecion de proteinas en orina se cuantificO mediante el método
turbidimétrico de precipitacion de proteinas con acido tricloroacético (TCA) al 10% usando
una curva estandar de albimina, sobre la cual se interpolaron las absorbancias obtenidas en

el espectrofotometro a una longitud de onda de 420 nm.
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Albuminuria: Las muestras fueron sometidas a electroforesis utilizando 10 pl de
orina diluida en solucion fisiologica (1:10) y se corrieron en geles de SDS-PAGE al 8.5%.
Posteriormente el gel fue tefiido con Azul de Coomassie. Las bandas fueron escaneadas para
el anélisis densitométrico (E3 Bioctem Imaging System UVP, Upland, CA) vy la

densitometria se analiz6 usando el programa Vision Works Software UVP.

Depuracion de Creatinina: Se determind la concentracion de la creatinina sérica y
urinaria mediante un estuche comercial (QuantiChrom™ Creatinine Assay Kit, DICT-500,
Hayward, CA). Posteriormente se calculd la depuracion de creatinina mediante la formula:
DepCr (ml/min) = [Creat orina (mg/dl)] [flujo urinario (ml/min)] / [Creat sérica (mg/dl)].
Esta determinacion se basa en el método de Jaffe para medir directamente la creatinina en
muestras bioldgicas, utilizando picrato que se une con la creatinina y forma un complejo con

color rojo que puede medirse mediante espectrofotometria a 510 nm.

Aldosterona sérica: Se determind la aldosterona sérica cuantitativamente mediante
ELISA siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante (EIA-4128, DRG International

Inc., USA).

Excrecion urinaria de Perdxido de Hidrégeno: Los niveles urinarios de H.O> se
determinaron mediante el estuche comercial Amplex® RedHydrogen Peroxide/Peroxidase
Assay (Invitrogen, Eugene, OR), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 50
ul de muestra que se incubaron en buffer del kit durante 30 min a temperatura ambiente. Esta
metodologia se basa en la reaccion del H.O> con la peroxidasa, lo que genera resorufina de

color rojo-fluorescente como producto de oxidacion, la cual puede ser cuantificada
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espectrofotométricamente a 560 nm, la absorbancia se extrapol6 con una curva estandar para

determinar la concentracion.

Analisis estadistico: El tratamiento de los datos se hizo mediante ANOVA seguido
de la prueba post hoc de Bonferroni, el cual se realiz6 utilizando el programa GraphPad Prism
5. En el caso de las diferencias en la distribucion de los diametros glomerulares, areas
glomerulares y éareas de los penachos glomerulares se evaluaron por un analisis de
contingencia, por la prueba de Chi-cuadrada y la prueba exacta de Fisher, el cual se realizo6
utilizando el programa GraphPad Prism 5. Los datos se presentan como el promedio + el
error estandar y las diferencias estadisticamente significativas fueron encontradas cuando el

valor de p < 0.05.

30



RESULTADOS

El primer objetivo de nuestra investigacion se centro en estudiar el dafio renal de las
ratas alimentadas con una dieta alta en grasa sin la administracion de resveratrol para
posteriormente compararlo con los efectos que tiene la administracion de resveratrol en el

dafo renal inducido por obesidad, causado por una dieta alta en grasa en ratas hembra.

En la Figura 4A observamos una fotografia representativa de una rata de cada grupo
a los cinco meses de tratamiento, en donde es evidente la diferencia de peso entre el grupo
control en comparacion con los animales alimentados con una dieta alta en grasa y los
animales administrados con resveratrol. También se muestra el promedio del peso corporal
en los tres grupos: el peso de las ratas alimentadas con una dieta alta en grasa (DAG) fue
significativamente mayor que el grupo control (913.2 vs. 389.3 g), mientras que las ratas
alimentadas con DAG y que recibieron resveratrol presentaron un peso significativamente
menor que las alimentadas con DAG sin tratamiento (654.8 g). De acuerdo con la resonancia
magnética realizada a los animales podemos asegurar que el aumento de peso corporal fue
debido al aumento de la grasa corporal y no por el aumento de musculo o la retencién de

agua corporal. (Figura 4B-D).
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Figura 4. El aumento de peso de los animales al quinto mes de tratamiento es debido a un aumento en el
peso de grasa. A) Foto representativa de los animales en estudio y peso corporal de las ratas hembra al quinto
mes de tratamiento (n=6 por grupo). B) Grasa corporal de las ratas hembra al quinto mes de tratamiento (n=6
por grupo). C) Peso del musculo de las ratas hembra al quinto mes de tratamiento (n=6 por grupo). D) Agua
corporal de las ratas hembra al quinto mes de tratamiento (n=6 por grupo). Promedio + ES. * p < 0.05vs C; +

p <0.05 vs DAG.
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Posteriormente evaluamos la proteinuria y albuminuria. En la Figura 5 se muestra la
excrecion urinaria de proteinas al cuarto y quinto mes del estudio, respectivamente. Como se
puede apreciar, los animales alimentados con una dieta alta en grasa presentaron una
elevacion significativa de la proteinuria con un valor de 56.18 y 77.39 mg/24h, en
comparacion con el grupo control 10.14 y 15.31 mg/24h al cuarto y quinto mes de
seguimiento respectivamente, mientras que, los animales administrados con resveratrol
mantuvieron un nivel de proteinas en la orina similar al grupo control, 9.34 y 15.37 mg/24h

al cuarto y quinto mes de tratamiento.
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Figura 5. La ingesta de una dieta alta en grasa genera un aumento en los niveles de proteinuria, efecto
gue fue revertido por el resveratrol. A) Niveles de proteinuria a los 4 meses de evolucién (n=6 por grupo).
B) Niveles de proteinuria a los 5 meses de evolucion (n=6 por grupo). Promedio + ES. *p <0.05vs C; + p <

0.05 vs DAG.

De igual modo, se presentd una elevacion en la albuminuria en los animales

alimentados con una DAG Y en el caso de las ratas administradas con resveratrol, se redujo
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significativamente la excrecion de albumina urinaria con niveles similares al grupo control
(Figura 6), indicando que el resveratrol mejora las anormalidades estructurales en los rifiones

de las ratas obesas.
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Figura 6. Albuminuria al quinto mes de seguimiento. A) Foto representativa del gel tefiido con Azul de
Coomassie (n=3 por grupo). B) Albuminuria corregida por el volumen urinario (n=6 por grupo). C)

Albuminuria (n=6 por grupo). Promedio £ ES. * p < 0.05 vs C; + p < 0.05 vs DAG.
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No encontramos cambios estadisticamente significativos en el flujo sanguineo renal

(FSR), ni en la tension arterial media (TAM) en los tres grupos de estudio. (Figura 7).
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Figura 7. Tensién arterial media y flujo sanguineo renal. A) Tension arterial media (n=6 por grupo). B)

Flujo sanguineo renal (n=6 por grupo). Promedio + ES.
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Figura 8. Depuracion de Creatinina (CrCl) y Aldosterona sérica. A) Depuracion de Creatinina (n=6 por

grupo). B) Aldosterona sérica (n=6 por grupo). Promedio + ES.
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La depuracién de creatinina (CrCl) en las ratas hembra se mantuvo similar en los tres
grupos, de igual modo, la aldosterona sérica fue similar en los tres grupos sin alcanzar una

diferencia significativa. (Figura 8).

La ingesta de una DAG por un periodo de siete meses en ratas hembra no produjo
disfuncion renal, ya que no observamos una reduccion estadisticamente significativa de la

depuracion de creatinina ni del flujo sanguineo renal.
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Figura 9. El estrés oxidante se elevo en las ratas alimentadas con una dieta alta en grasa. Excrecion urinaria
de peroxido de hidrdgeno a los 5 meses de estudio (n=6 por grupo). Promedio + ES. * p < 0.05vs C; + p<0.05

vs DAG.

También evaluamos la excrecion urinaria de peroxido de hidrégeno, como un
indicador de estrés oxidante. En la Figura 9 se puede apreciar que el grupo de hembras
alimentadas con una DAG presentd un aumento en la excrecion urinaria de H2O2 a los 5
meses de estudio, en comparacion con su grupo control. Mientras que la excrecion urinaria

de H202 en las hembras alimentadas con DAG y resveratrol fue similar al grupo control.
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Estos resultados sugieren que las hembras administradas con resveratrol poseen mecanismos

para mantener bajos los niveles de H20, en presencia de una DAG.

Figura 10. Imagenes representativas de cortes histol6gicos renales con tincion de PAS (Acido periddico
de Schiff). Microfotografias de luz representativas de cortes histolégicos renales tefiidos con PAS de A) Rata

control. B) Rata DAG y C) Rata DAG + Res después de 5 meses de estudio (Magnificacion 100x).

En la Figura 10 podemos observar microfotografias de luz representativas de cortes
histolégicos renales tefiidos con PAS (Acido periodico de Schiff), en donde se pueden

distinguir los glomérulos y los tubulos.

Los diametros glomerulares se distribuyeron por rangos, como se aprecia en la Figura
11A. Las ratas hembra control presentaron una distribucion de los diametros glomerulares en
forma de campana, distribucion que permanecié similar en las ratas administradas con
resveratrol, mientras que en el grupo alimentado con una dieta alta en grasa podemos
observar un desplazamiento a la derecha en los didmetros glomerulares. En el grupo control

el 45% de los glomérulos estan dentro de los 126 - 150 um de diametro y el 49% de las
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hembras alimentadas con DAG vy tratadas con resveratrol también estan dentro de este rango,
en cambio, en los animales alimentados con una dieta alta en grasa se promovio un
incremento en el tamafio de los didmetros glomerulares, es decir, el 43% de las ratas poseen
glomérulos con un didmetro de 151 - 175 um en comparacion con el 15% de las ratas control
y el 20% de las ratas administradas con resveratrol. Ademas, las ratas alimentadas con una
DAG tuvieron el 6% de sus didmetros glomerulares entre 176-200 pum, mientras que el 0%
de las ratas control y el 1% de las ratas administradas con resveratrol presentan didmetros

glomerulares dentro de este rango.

En la Figura 11B podemos observar las areas glomerulares distribuidas en rangos. El
18% de las ratas control y el 12% de las ratas administradas con resveratrol presentan areas
glomerulares de 6000-10000 pm?, mientras que el 7% de los animales alimentados con una
DAG presentan areas dentro de este rango. El 32% de las ratas control y el 35% de las ratas
administradas con resveratrol presentan areas glomerulares de 10000-14000 pm?, mientras
que el 19% de los animales alimentados con una DAG presentan areas dentro de este rango.
El 36% de las ratas en el grupo control tienen un area glomerular dentro de los 14000-18000
um?, de igual forma el 34% de las hembras administradas con resveratrol y el 37% de los
animales alimentados con una DAG presentan areas dentro de este rango, sin embargo el
28% de los animales alimentados con una DAG el area glomerular estuvo entre el 18000-
22000 pm?, mientras que el 10% de las ratas control y el 14% de las ratas administradas con
resveratrol presentan areas glomerulares dentro de este rango. El 5% de las ratas alimentadas
con una DAG presentan areas glomerulares dentro 22000-26000 um, mientras que el 0% de
las ratas control y el 2% de las ratas administradas con resveratrol presentan areas

glomerulares dentro de este rango.
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Figura 11. Hipertrofia glomerular a los 5 meses de estudio. (n=6 por grupo). A) Didmetros glomerulares
(n=6 por grupo). B) Areas glomerulares (n=6 por grupo). C) Penachos glomerulares (n=6 por grupo). Promedio
+ES. *p<0.05vs C; **p < 0.005 vs C; ***p <0.001 vs C; + p <0.05 vs DAG; ++ p < 0.005 vs DAG; +++
p <0.001 vs DAG.
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De acuerdo con estos resultados, podemos notar que en el grupo alimentado con una

dieta alta en grasa se produce un desplazamiento a la derecha en las &reas glomerulares.

En la Figura 11C podemos observar las areas de los penachos glomerulares
distribuidas en rangos. EI 21% de las ratas en el grupo control presentan un area de penacho
glomerular dentro de 5501-8000 pm?, de igual forma el 20% de las hembras administradas
con resveratrol, sin embargo, el 11% de los animales alimentados con una DAG presentan
areas dentro de este rango. Asi mismo, el 6 % de las ratas alimentadas con una DAG
presentan penachos glomerulares con un area de 15501-18000 um?, mientras que el 0% de
las ratas control y el 1% de las ratas administradas con resveratrol presentan areas
glomerulares dentro de este rango. Con lo anterior, podemos deducir que en el grupo
alimentado con una dieta alta en grasa también se produce un desplazamiento a la derecha en

las areas de los penachos glomerulares.

Estos estudios histopatoldgicos nos indican que la hipertrofia glomerular fue mayor
en el grupo alimentado con una DAG y que el resveratrol mejoré de forma significativa las

anormalidades glomerulares en los rifiones de ratas obesas.
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Figura 12. La dilatacién tubular. Dilatacion tubular en las ratas hembra a los 5 meses de estudio (n=6 por
grupo). Promedio + ES.
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A los cinco meses de estudio, no se observaron cambios significativos en la dilatacion

tubular en las ratas alimentadas con una DAG ni en las administradas con resveratrol, con

respecto a su control. (Figura 12).

D)

Fibrosis %

Figura 13. La fibrosis tabulo intersticial. Microfotografias de luz representativas de cortes histolégicos
renales tefiidos con rojo de Sirio de A) Rata control. B) Rata DAG y C) Rata DAG + res (20mg/Kg) después
de 5 meses de estudio (Magnificacion 100x). D) Porcentaje de fibrosis en las ratas hembra a los cinco meses de
estudio (n=6 por grupo). Promedio + ES.

Finalmente se cuantifico la fibrosis tabulo intersticial y encontramos que ésta estuvo

practicamente ausente en los tres grupos de estudio. (Figura 13).
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DISCUSION

En el presente estudio mostramos que la ingesta de una DAG provoca obesidad en
ratas hembra, caracterizada por un incremento en la ganancia de peso corporal. Cabe recalcar
que este aumento de peso fue Gnicamente por la acumulacion de grasa y no por un aumento
de musculo ni por agua corporal. También encontramos que la obesidad indujo a un dafio
renal moderado evidenciado por la elevacion en la excrecion de proteinas en orina, hipertrofia
glomerular y estrés oxidante, este dafio no estuvo relacionado con cambios en la presion
arterial, ya que, hasta el final del estudio, todos los animales se mantuvieron normotensos.
En la literatura se ha registrado que la enfermedad renal cronica inducida por obesidad puede

ser independiente de la hipertension. 4546

Las propiedades farmacocinéticas del resveratrol indican que éste no puede ser
disuelto en agua, que posee una vida media corta y una vez administrado es metabolizado
rapidamente en el cuerpo. ** 7" Debido a estas caracteristicas el resveratrol fue disuelto en

una solucién acuosa de carboximetilcelulosa 0.5 %. 78

Encontramos que la administracion de resveratrol por un periodo de cinco meses en
un modelo animal de obesidad por una DAG, reduce el peso corporal, resultado de una menor
generacion de tejido adiposo, esto se puede explicar por sus propiedades antiadipogénicas y
su capacidad apoptética en los adipocitos maduros, previamente descritas 6% 85 66. 67, 68,
también encontramos que puede mejorar las anormalidades renales, tales como proteinuria,

albuminuria, hipertrofia glomerular y que también tiene efectos antioxidantes. 58 °

La ingesta de una DAG por un periodo de siete meses en ratas hembra no produjo

disfuncion renal, ya que no observamos una reduccion estadisticamente significativa de la
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depuracién de creatinina ni del flujo sanguineo renal, consideramos que un plazo mayor de

seguimiento es necesario para detectar deterioro de la funcién renal.

Una caracteristica importante en la enfermedad renal es el estrés oxidante persistente,
caracterizado por la produccion de ROS, las cuales producidas en exceso generan
peroxidacion lipidica, activacion de leucocitos, dafio endotelial y produccion de citocinas. 3
Cuando medimos los niveles de H>O> presentes en la orina de los grupos estudiados,
observamos que en las ratas alimentadas con una DAG se encontraron elevados al final del
periodo experimental, mientras que en las hembras que recibieron el resveratrol se
mantuvieron similares al grupo control. Por lo tanto, es posible que el efecto antioxidante del
resveratrol ayuda a disminuir el dafio renal asociado a la enfermedad renal crénica por

obesidad.

En nuestro estudio encontramos que el didmetro de los glomérulos en el grupo de las
ratas hembra obesas aumentd al quinto mes, lo que refleja hipertrofia glomerular. Los
diametros glomerulares en las ratas hembra administradas con resveratrol se mantuvieron
similares a sus controles, lo que sugiere que estos animales presentan menor hiperfiltracion,
lo que seguramente impactara en una menor progresion a ERC. De acuerdo con la literatura
el didmetro glomerular promedio de una rata sana es de 120 um, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos. El area glomerular y el area de los penachos glomerulares se
comportaron de la misma forma. Estudios previos en modelos animales de obesidad por
ingesta de una DAG han demostrado que el resveratrol modula la expresion de la nefrina y
podocina, las cuales son proteinas criticas que conforman a los podocitos y mantienen su
integridad estructural; explicando asi, su efecto en la disminucion de la hipertrofia

glomerular. & ™
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Finalmente observamos que la fibrosis tdbulo intersticial estuvo précticamente
ausente en los tres grupos de estudio. Previamente, en nuestro laboratorio encontramos que
la fibrosis tubulo intersticial no aumenta en un modelo de progresion a ERC por
isquemia/reperfusion en ratas hembra, en este estudio se considerd que la elevacion temprana
de TGF-B, podria estar ejerciendo un efecto protector. '° Se ha reportado que TGF-B juega
un papel neuroprotector después de un episodio de isquemia cerebral y que posee propiedades

antiinflamatorias, ya que favorece la polarizacion de macréfagos antiinflamatorios Th2. 8°

Todos estos resultados nos indican que el tratamiento con resveratrol atenua el dafio

renal inducido por una DAG.
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CONCLUSION

La elaboracion del presente proyecto permitid demostrar que las ratas hembra
desarrollaron dafio renal moderado después de siete meses de una ingesta alta en grasa,
mientras que las ratas hembra alimentadas con una DAG y que fueron tratadas con resveratrol
por cinco meses no desarrollaron dafio renal en este periodo experimental. El desarrollo del
dafo renal se caracterizo por el aumento de la proteinuria, por el aumento de la albuminuria,

por el estrés oxidante y por alteraciones histopatolégicas como hipertrofia glomerular.

En este estudio mostramos que la administracion de resveratrol puede revertir el
desarrollo del dafio renal inducido por obesidad, disminuyendo la proteinuria, albuminuria,

el estrés oxidante y el dafio estructural en el glomérulo.

El mecanismo de proteccion de este polifenol es a causa de sus propiedades
antioxidantes, su capacidad para evitar la hiperfiltracion glomerular ya que reduce la grasa
corporal mediante sus propiedades antiadipogénicas y apoptéticas, y su capacidad de

mantener la integridad estructural del glomérulo disminuyendo asi la hipertrofia glomerular.
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© This study evaluated if there is a sexual dimorphism in the acute kidney injury (AKI) to chronic kidney

. disease (CKD) transition and the time-course of the potential mechanisms involved in the dimorphic
response. Female and male rats were divided into sham-operated or underwent 45-min renal ischemia
(F+IR, and M + IR). All groups were studied at 24-h and 1, 2, 3, or 4-months post-ischemia. Additionally,

. oophorectomized rats were divided into sham or IR groups. After 24-h, AKI extent was simllar in

. females and males, but female rats exhibited less oxidative stress and increased renal GSH content.

© After 4-months and despite similar AKI, the M + IR group developed CKD characterized by proteinuria,

. tubulointerstitial fibrosis, glomerular hypertrophy, increased oxidative stress and a reduction in HIF1a

. and VEGF from the 1**-month and persisting throughout the time-course studied. Interestingly, the
F + IR group did not develop CKD due to lesser oxidative stress and increased eNOS, TGF(3 and HIF1a
mMRNA levels from the 1%t-month after IR. Whereas, oophorectomized rats did develop CKD. We found
a sexual dimorphic response in the AKI to CKD transition. Early antioxidant defense and higher TGF(3,
HIF1oc and eNOS were among the renoprotective mechanisms that the F + IR group demonstrated.

. Renal ischemia/reperfusion injury (IRI) is a major cause of acute kidney injury (AKI) in patients hospitalized

© with native or transplanted kidneys"2. It affects 15% of hospitalized patients, and the highest incidence is found in

© patients in the intensive care unit, with up to 60% of patients affected* . Ischemic AKI is provoked by a reduction
in renal blood flow (RBF)*®, producing endothelial and tubular epithelial injury®-8. Consequently, peritubular
capillary perfusion is also reduced, which favors the harm of S2 and S3 segments of the proximal tubule due to

. the large number of mitochondria in these sections. Therefore, this segment is highly susceptible to oxygen ten-
sion changes, with the Na™/K* ATPase as one of most affected enzymes. Likewise, a reduction in ATP produces
uncoupling of the respiratory chain and the subsequent formation of free radicals that favor the detachment of
epithelial cells and death by apoptosis or necrosis”'’.

Although the tubular epithelium can recover from lethal or sublethal cell damage, cellular processes in
endothelial and tubular cells may not fully recover, thereby conditioning the development of progressive renal
dysfunction'!.

: In the last two decades, the incidence of CKD has increased more than three times, and according to the
. World Health Organization (WHO), it will be one of the three leading causes of death and disability worldwide
© by 2020'2. This will certainly impact health systems around the world. CKD is characterized by progressive loss
. of nephrons and renal function, in which tubule-interstitial fibrosis plays an important role'***. Accumulated
evidence during the last decade from epidemiological and experimental observations have revealed that AKI
is an important risk factor for the development of CKD and may also promote the CKD transition to end stage
renal disease (ESRD)%!4-17, However, few studies have addressed the mechanisms of AKI transition to CKD.
Several theories have tried to explain how an episode of AKI leads to renal function and structure injury over
© time. These theories include repeated cycles of damage and repair'®, rarefaction of peritubular capillaries with the
subsequent development of chronic hypoxia”!*?, and activation of signaling pathways such as hypoxia inducible

IMolecular Physiology Unit, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México,
Mexico City, Mexico. 2Departament of Nephrology, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador
Zubiran, Mexico City, Mexico. *Departament of Reproductive Biology, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran, Mexico City, Mexico. Correspondence and requests for materials should be addressed to
N.A.B. (email: nab@biomedicas.unam.mx)

SCIENTIFICREPORTS|7: 12270 | DOI:10.1038/s41598-017-09630-2 1


http://orcid.org/0000-0003-0762-0942
http://orcid.org/0000-0002-3153-9151
mailto:nab@biomedicas.unam.mx

www.nature.com/scientificreports/

factor (HIF1), pro-fibrotic and pro-inflammatory cytokines?"?. In addition, although it is essential that the tubu-
lar cells proliferate to restore normal tubular structure, studies suggest that epithelial cells of the renal tubules also
play a critical role in the development of tubulointerstitial fibrosis by inducing an arrest in the cell cycle, causing
disproportionate tubular proliferation, TGFJ3 generation, and epigenetic modifications?*-%.

Moreover, there is a growing evidence that the pathogenesis, clinical features and prognosis of cardiovascular
and renal diseases is completely different between men and women, which makes sense since the physiology of
women is different from men. In this sense, one of the largest meta-analysis to assess gender differences in the
progression of renal diseases included 11,000 patients referred from 60 different studies and showed that women
demonstrate lower progression compared to men in different renal diseases, such as polycystic kidney disease,
IgA nephropathy, membranous glomerulonephritis and CKD?¥. In support of this meta-analysis, two recent stud-
ies showed that the progression to CKD is worse in men than in women?*?. Likewise, the PREVEND cohort
revealed that age, albuminuria, body mass index and blood glucose levels in men are risk factors that exacerbate
the progression to ESRD at a greater magnitude than in women®.

In this study, we evaluated whether there is a sexual dimorphism in the AKI to CKD transition, the time-course
of functional and structural alterations in both genders, the effect of oophorectomy on this transition, and the
mechanisms responsible for gender differences.

Results

Our first target was focused on assessing the severity IRI in male and female rats. The AKI was induced by 45 min
of ischemia and compared with the control groups. These groups were studied 24-h after IR. The M+ IR and
F + IR groups developed AKI, characterized by a significant reduction in creatinine clearance (Fig. 1A), and
renal blood flow (Fig. 1B), together with a significant increase in proteinuria (Fig. 1C). The urinary excretion of
hydrogen peroxide (UH,0,V) increased 4-fold in the M + IR group compared to its control group, interestingly,
in the F 4 IR group, the UH,0,V remained unaltered (Fig. 1D). Previously our group showed that the urinary
heat shock protein 72kDa levels (UHsp72) is a sensitive and early biomarker of AKI, capable of stratifying the
intensity of epithelial tubular damage®'. As shown in Fig. 1E and F, the female control group showed almost no
UHsp72. In contrast, the F + IR group showed a significant increase in UHsp72 (upper WB). Similar levels of
Hsp72 were found in the M+ IR and F 4 IR groups (lower WB and densitometric analysis). This similar degree
of IRI was confirmed by the histopathologic analysis as is shown in the representative PAS-stained kidney slices
and in the quantification of injured tubules (Fig. 1G-H). These results indicate that IRI caused structural and
functional alterations of the same magnitude in male and female rats, except in UH,0,V. The dimorphic response
observed in the UH,0,V was further analyzed by measuring glutathione levels (GSH) into the kidney (Fig. 2). In
renal cortex, GSH content was similar in control and the F + IR groups. In contrast, the M + IR group displayed
a significant reduction by 60% in the GSH levels compared to both control groups. (Fig. 2A). In renal medulla,
GSH content was similar in both control groups, whereas the F + IR group exhibited greater GSH content by
t-test (p =0.01) but it not reach statistical difference by ANOVA. In contrast, the M + IR group exhibited lesser
GSH levels compared to F+ IR group (Fig. 2B). The GSSG levels in the renal cortex, a subrogate metabolite of
GSH oxidation, we only observed a trend to increase in the M + IR group (Fig. 2C). Whereas in the renal medulla,
GSSG levels were greater in the F+ IR group (Fig. 2D). These findings indicate that despite similar IRI female rats
had a greater ability to generate GSH.

Our second target was focused on assessing the time-course of AKI to CKD transition in female and male rats.
As we previously reported®*?%*2, an ischemic episode in male rats induced a progressive increase in proteinuria
from 17.2 4 1.4 (1*-month) to 169.2 4-26.2 mg/dL (4""-month) and it was evident since the 2*4-month (Fig. 3A).
The temporal course of renal function corrected by body weight was similar among the groups and did not
alter by IRI (Fig. 3B). In contrast, an early increase in UH,0,V was observed in the M + IR group (1*-month)
that remained elevated during the time-course of the study when it was compared to its control group by t-test
(Fig. 3C), but only significant by ANOVA at the 1* and 4""-month compared with F + IR group. Despite the same
initial IR, the F + IR group did not develop neither proteinuria nor elevation of UH,0,V (Fig. 3A,C).

At the end of the experimental period (4-months), both female groups exhibited a lesser body weight than
male, due to the well-known biological sex difference in size and body weight. In the M + IR group there was
a slight reduction that was associated with the AKI to CKD transition that exhibited the male rats, but not the
females (Fig. 3D). No differences in the mean arterial pressure among the studied groups were observed (Fig. 3E).
The M + IR and F+ IR groups did not exhibit changes in RBE, although it was significantly higher in male than
in female groups (Fig. 3F), this difference was not observed when RBF was corrected by the body weight (data
not shown).

In accord with our findings at functional level, after the 4™h_month, the F+ IR group showed almost no renal
structural alterations compared to the M 4 IR group. The representative microphotomicrograph from a F4IR
rat (Fig. 4A) contrast with a M + IR rat microphotomicrograph (Fig. 4B), wherein the presence of a large per-
centage of tubulointerstitial fibrosis-affected area is clearly visible. The morphometric analysis of the time-course
of tubulointerstitial fibrosis showed that 4-months post-ischemia, the F+ IR (Fig. 4C) and the M + IR groups
(Fig. 4D) showed a significant increase in fibrosis, however the degree of damage was much greater in males than
in females, 38% vs. 12%, respectively (p < 0.05). Tubular dilataion and glomerular hypertrophy was not observed
in the F+ IR (Fig. 4E and G, respectively). Alterations that were do present in the M + IR group (Fig. 4F and H).
Supplemental Fig. 1 shows the time-course of glomerular diameter distribution in male control group (top panel)
compared with the M + IR (middle panel) and F + IR groups (lower panel). After one month, the control group
exhibited a normal distribution, in which about 50% of glomeruli was found in the size range of 101-125 pm
(Supplemental Fig. 1A). After 2, 3 or 4-months, in the control male group, the glomerular size increased that was
in accord with the rats grow-up, so the largest percentage of glomeruli diameter was found between 126 to 150
pm and the distribution looks like a bell-shaped (Supplemental Figure 1B, C and D, respectively). In contrast, in
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Figure 1. Renal injury induced by ischemia/reperfusion after 24-h in both female and male rats. (A) Creatinine
clearance, (B) renal blood flow, (C) proteinuria, (D) Urinary H,O, excretion, (E) Urinary Hsp72 levels by
Western blot (n=4-5 per group). (F) Densitometric analysis of Hsp72 levels, (G) a representative image of

a periodic acid-Schiff (PAS) stained kidney slides from a female rat underwent IR (left), and an IR male rat
(right), (H) percentage of injured tubules. Female groups are in a gray background in which sham female is
represented by white bars and IR female group in black bars. Following by sham male in white bars and IR

male group in gray bars. Control groups were formed at least n =5, and IR Female or Male = at least 6. Data are
shown as mean =+ SE. *p < 0.05 vs, Sham female group, *p < 0.05 vs. sham male group, and $p < 0.05 vs. F+ IR
group.

the M + IR group there was a significant increase in the proportion of glomeruli in higher ranks to 176 p (12%,
Supplemental Figure 1H). This is in clear contrast to rats belonging to the control group, which had less than 2%
in this range and none glomerulus in the range between 201-225 pm. The F 4- IR group had a distribution pattern
like the control group (Supplemental Figures 11-1L).

The results presented in Figs 3 and 4 and Supplemental Fig. 1 clearly show that the M + IR group developed
progressive CKD, this complication was not observed in the F+ IR group, despite the same AKI degree induced
at the beginning of the study.

To dissect the renoprotective role of female sexual hormones in the long-term renoprotection observed,
female rats were oophorectomized. Figure 5A shows that in oophorectomized rats one month after, estradiol
levels were reduced by 55% compared with the control group, and this group of rats won more body weight than
the female control rats. Although the creatinine clearance was greater in Oop group than S group the difference
by ANOVA was not significant (Fig. 5C) and when the creatinine clearance was corrected by body weight, similar
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Figure 2. The IR renal injury induced a dimorphic GSH and GSSG kidney content response. (A) Cortex GSH
levels, (B) Medulla GSH levels, (C) Cortex GSSG levels, (D) Medulla GSSG levels. Female groups are in a gray
background in which Sham female is represented by white bars and IR female group in black bars. Following

by sham male in white bars and IR male group in gray bars. The GSH and GSSG kidney content was evaluated
24-h post-ischemia. Control groups were formed by n =4, whereas F+ IR and M + IR groups included n=6.
Data are shown as mean =+ SE. *p < 0.05 vs, Sham female group, *p < 0.05 vs. sham male group, and p < 0.05 vs.
F +1IR group.

results were observed (0.53 £0.07 vs. 0.66 £ 0.08 ml/min/100 g BW, p =NS). One month after, one half of these
rats underwent IR and the other half, sham surgery. After 24-h, proteinuria was much greater in Oop + IR than in
the F + IR group, (Fig. 5B). The IRI was also evidenced by the reduction in creatinine clearance and renal blood
flow in both groups (Fig. 5C and D, respectively). Then, the time-course of AKI to CKD was analyzed. Urinary
protein excretion progressively increased in the Oop + IR group since the 3*¢-month post-ischemia (Fig. 5E),
being a pretty like the M + IR group comportment. Similarly, oxidative stress in the Oop + IR group was higher
than F + IR group since the 2"- month (p = 0.05), reaching a statistically significant difference in the 3'¢ and
4"-months (Fig. 5F). These results suggest that female sexual hormones play a crucial role in avoiding the AKI
to CKD transition.

In order to know the mechanisms responsible in the renoprotection observed in female rats, we evaluated the
mRNA levels of several signal pathways involved in the pathophysiology of CKD. The endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) mRNA levels were significantly increased in the F+ IR group at 1* and 3"-months after IRI
compared to sham group. In contrast, mRNA levels of eNOS remained unaltered in the M + IR groups, but were
significantly different than those observed in F + IR groups (Fig. 6A). There were not changes in catalase mRNA
levels among the groups, except for the 1*-month in M + IR, in which a significant reduction was observed com-
pared to F+1IR group (Fig. 6B). We also found a significant increase in hypoxia-inducible factor (HIF1a) mRNA
levels in the F + IR group at the 2" and 3'-month post-ischemia, contrasting with the behavior in the M + IR
group that was significantly smaller than the corresponding F 4 IR groups and different from S male group at
4™ _month (Fig. 6C). Although, the VEGF mRNA levels were similar during the time-course of the study in the
F+IR and M + IR groups (Fig. 6D), the VEGF protein levels towards to be lower in M + IR group during the
follow-up, but a significant difference was only found at the fourth month (Fig. 6E-F), Finally, the mRNA levels of
anti- inflammatory cytokines and vasoactive receptors were evaluated. There was a significant increase in TGF-3
mRNA levels in the F + IR group, since the 1*-month post-ischemia and this effect was not seen in the M + IR
groups (Fig. 7A). Similarly, there was a trend to increase of interleukin-10 mRNA levels in the F + IR groups
(Fig. 7B). No differences were found in the mRNA levels of vasoactive factors (Fig. 7C,E and F), except in ET}
receptor in which the values tended to be lesser in male groups (Fig. 7D).
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Figure 3. The AKI to CKD transition is prevented in female rats. Every 30-days (A) Urinary protein excretion,
(B) creatinine clearance and (C) Urinary H,O, excretion were measured. White triangles represent Sham female
(n=atleast 7), black triangles represent IR female (n =at least 10), white circles represent Sham male (n=at
least 4) and gray circles represent IR male group (n = at least 4). After 4 months, (D) body weight, (E) mean
arterial pressure, and (F) renal blood flow were recorded. Sham Female or Male (n = at least 4) and IR Female or
Male groups (n =at least 7). Female groups are in a gray background in which sham is represented by white bars
and F+ IR group in black bars, following by Sham male in white bars and M + IR group in gray bars. Data are
shown as mean =+ SE. *p < 0.05 vs, Sham female group, *p < 0.05 vs. Sham male group, and ¢p < 0.05 vs. F+IR
group.

Discussion

In this study, we show that after 24-h that of inducing renal injury by 45 min of renal bilateral ischemia, female
and male rats exhibited a similar extent of IR, but after 4 months of the initial IRI, the M + IR group, but not the
F+ IR group, exhibited clear signs of CKD, characterized by proteinuria, increased oxidative stress and structural
changes such as: glomerular hypertrophy and tubulointerstitial fibrosis. These findings provide evidence to sup-
port that the F 4 IR group were protected from the development of CKD, even though they had a similar degree
of initial AKI (Fig. 1). Moreover, when the female rats were oophorectomized, this group exhibited proteinuria
and oxidative stress as the M + IR group. These results indicate that sexual dimorphism observed can be attrib-
uted to sex hormones, since, the oophorectomy generated a similar behavior of the AKI to CKD transition in
female rats to that observed in male rats.

Several studies have shown that renal response to different pathological processes is different between males
and females animals and it has also been observed in humans. Specifically, it has been reported that renal disease
in males is associated with faster progression independently of differences in blood pressure?®**-*2. When it comes
from ischemia/reperfusion the observations are not consistent. Studies conducted in Wistar rats have found that
functional and structural injuries induced by ischemia/reperfusion are worsen in the male than female*~*5, sim-
ilar between female and male*”*%, or even worsen in female than male rats***, and these results differ to that
occurs in mice in which the females are more resistant to IR injury®. Using renal function (creatinine clear-
ance and renal blood flow), and tubular injury markers (proteinuria, injured tubules %, and urinary excretion of
Hsp72), we found, that after 24-h of renal bilateral ischemia, female and male rats displayed the same magnitude
of IRL. Therefore, sexual dimorphism in IRI after 24-h was not observed, except in the oxidative stress, because the
F +1IR did not exhibit elevation of UH,0,V, as was observed in the M + IR group (Fig. 1D). This finding on oxida-
tive stress was further explored in the renal tissue by measuring renal GSH content. The M + IR indeed exhibited
a significant reduction in renal GSH, an effect that was not observed in the F + IR group (Fig. 2A), despite the
extensive tubular proximal injury (Fig. 1). These results indicate that female hormones seems to maintain the
GSH content in extreme conditions and they also are able to protect for their powerful antioxidant activity, as
has been previously demonstrated®'. Although female exhibited a lesser oxidative stress than male rats, it was not
enough to reduce IR injury, because several players take place into AKI pathophysiology, mainly: 1) enhanced
vasoconstriction, due to an imbalance in the release of vasoconstrictor and vasodilator factors; 2) endothelial
cell injury, that promotes activation and transmigration of leucocytes which are able to produce cytokines and a
pro-inflammatory state; 3) and epithelial cell injury by also contributing to the inflammation through releasing
chemotactic cytokines, and by the loss of the tubular integrity that provokes a reduction in the survival pathways®.

The CKD progression after IRI was observed in the M + IR group accordingly with our previous studies?**2,
but interestingly, female rats did not develop CKD.
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Figure 4. CKD induced by an AKI episode was associated with glomerular and tubulointerstitial injury in
males but prevented in females. Representative light microphotographs of kidney slides stained with Sirius red
from (A) female IR rat an (B) male IR rat after 4-months of IR injury (Magnification X 100). Temporal course
of tubulointerstitial fibrosis in (C) female (white bar represents sham and black bars IR groups) and in (D)
male groups (white bar represents sham and gray bars IR groups). Temporal course of tubular dilation (pm)

in (E) female and in (F) male groups. Temporal course of Glomerular area (um?) in (G) female and in (H)
male groups. All parameters were determined at 1, 2, 3 and 4-months in both F + IR and M + IR groups and at
4-months in female and male sham groups in at least 4 rats per group. Data are shown as mean =+ SE. *p < 0.05
vs, Sham female group, *p < 0.05 vs. sham male group, and p < 0.05 vs. F + IR group.

Among the potential mechanisms regulated by sex hormones are: changes in renal hemodynamics, and altered
vasoactive factors release, transcription factors, pro-fibrotic and pro-inflammatory cytokines*2. Moreover, female
hormones may influence the defense in response to pathophysiological events by its antioxidant property*»**. The
antioxidant effect of estrogen is mediated by the hydroxyl group at the C3 position of the A ring of the steroid
molecule and has been reported that ouabain, an inhibitor of Na*/K* ATPase blocks these protective effects,
suggesting that the antioxidant effect helps to maintain the function of this pump reducing the accumulation of
intracellular sodium®. In fact, our study of the time-course of UH,0,V in the AKI to CKD transition, showed
that oxidative stress was higher in the M + IR than in the F 4 IR group, an effect that was seen in a very early
phase post-ischemia and remained along the study (Figs 1D, 24, and 3C). The lower oxidative stress in female rats
exposed to IRI, was not seen when the rats were oophorectomized (Fig. 5F). However, a limitation of the present
study is that it cannot exclude that the present observations are characteristic of Wistar rats only. A broader study
would be beneficial.

Endothelial dysfunction is caused by reduced levels of nitric oxide (NO) derived from the endothelium. It
has been reported that renal diseases are associated with reduced NO synthesis provoked by the reduced eNOS
expression or activity>. We found that during the AKI to CKD transition, the M+ IR group have similar eNOS
mRNA levels throughout the study. In contrast, them were significantly increased in the F + IR group very early
after IRI. These results indicate that female rats besides having better antioxidant response, also may generate
more NO, which was associated with the disease prevention.

Under conditions of low oxygen tension, HIF1a plays an essential role in regulating several of its target genes
to mediate actions on: cell proliferation, angiogenesis, apoptosis, etc.”. HIF1« regulates angiogenesis by increas-
ing the expression of VEGFE. During the AKI to CKD transition there is a chronic hypoxia and a reduction in the
peritubular capillaries'®*. These findings suggest that HIF1« signaling may be affected during this transition.
In fact, we observed that the greatest damage in the M + IR group was associated with a significant reduction
in HIF1aw and VEGEF protein levels. Whereas a dimorphic response was observed in the F 4 IR group, because
HIF1o mRNA levels was enhanced after IRI since the 1¥-month, reaching statistical difference by ANOVA after
the 2"-month. These results suggest that another mechanism by which female rats did not progress to CKD is
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Figure 5. The depletion of estrogens is associated with AKI to CKD transition in female rats. (A) Estradiol
levels before oophorectomy (Pre-Op) is represented in white bars (n =24) and 1-month after oophorectomy
(Post-Op) in black bars (n=24). Then, oophrorectomized rats (Oop) were underwent to sham surgery or
bilateral renal ischemia of 45 min (Oop + IR) and studied 24-h or 1 to 4-months. In (B) proteinuria, (C)
creatinine clearance, and (D) renal blood flow evaluated 24-h post-ischemia. Both female groups without
oophorectomy are in a gray background in which sham () is represented by white bars and IR female group
(IR) in black bars, following by the sham oophorectomized group (Op) in white bars and the ophrorectomized
underwent IR group (Oop +IR) in pattern bars. For the long-time experiment, (E) urinary protein excretion,
and (F) Urinary H,0, excretion were measured every 30 days during the follow-up. Black triangles represent IR
female (n=at least 8), black squares represent IR + Oop (n =at least 4). Data are shown as mean =+ SE. *p < 0.05
vs. sham female group, * p < 0.05 vs. Op, p < 0.05 vs. F+ IR group.

mediated by its ability to increase HIF1a since early stages after IRI, which in turn could help to prevent vascular
rarefaction, chronic hypoxia and renal fibrosis.

In addition to this, it has been observed that estrogens have anti-fibrotic and anti-apoptotic properties in the
cardiomyocytes®. Also, it has been reported that administration of 17-beta estradiol to hypertensive oophorec-
tomized rats attenuates glomerulosclerosis and tubulointerstitial fibrosis®® while, in rats with type II diabetes,
this hormone protects podocytes by increasing estrogen receptor beta®. This effect on podocytes, apparently
is mediated by stabilizing the cytoskeleton of these cells®. On contrary, it has been postulated that testosterone
has fibrotic and apoptotic properties through increasing TNFa signaling®. Accordingly, with this evidence, the
M+ 1R group developed glomerular hypertrophy and tubule-interstitial fibrosis after IRI and the female rats do
not. Surprisingly, the time-course of TGF-3 mRNA levels after the ischemic insult showed a clearly dimorphic
response. In the F+ IR, TGF-3 mRNA levels were significantly increased, since the 1*- month and remained
elevated along the study, whereas in the M + IR group this anti-inflammatory response did not occur. Similarly,
interleukin-10 only trend to increase in the F + IR groups. Although several studies have revealed the fundamen-
tal role of TGF-8 in renal fibrosis®!, has also been observed that the use of antibodies against TGF-3 in models of
diabetic nephropathy®, or in puromycin aminonucleoside induced nephropathy® worsen proteinuria. In fact,
Wang W et al. showed that TGF-{3 can relieve the inflammation through Smad7%. Given the significant tubuloin-
terstitial fibrosis in male rats compared with females, we believe that the early elevation of this cytokine in female
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Figure 6. Dimorphic response of some mediators involved in the AKI to CKD transition. (A) eNOS mRNA
levels, (B) catalase mRNA levels, (C) HIF1ae mRNA levels, (D) VEGF mRNA levels, (E) Representative
autoradioghraphies of VEGF and (3-actin Western Blot analysis, and (F) VEGF protein levels. Female groups are
in a gray background, in which sham is represented by white bars and F+ IR group in black bars, following by
sham male in white bars and M + IR group in gray bars. The mRNA levels were determined at least by duplicate
(n=at least 4 per group). Data are shown as mean =+ SE. *p < 0.05 vs, Sham female group, "p < 0.05 vs. sham
male group, and p < 0.05 vs. F + IR group.

rats, could be exerting a renoprotector effect. In support of this, Klempt et al. reported that TGF-3 is induced after
cerebral ischemia and this rise was associated with post-axial repair®. Furthermore, it has been reported that
TGF-B anti-inflammatory properties are mediated by promoting polarization of anti-inflammatory Th2 mac-
rophages in cerebral malaria®. Therefore, the increment in TGF-3 mRNA levels in early stages after ischemia
observed in the F+ IR group is another beneficial mechanism that females install after the IRI.

In summary, there is a sexual dimorphism in the AKI to CKD transition and the renoprotection observed in
the F + IR group was lost with the oophorectomy: These results strongly suggest that female sex hormones are
responsible of the renoprotection observed. Within the renoprotective mechanisms that installed females after
IRI are: best antioxidant and anti-inflammatory defense, as well as higher HIF1ow and eNOS mRNA levels.

Methods

All experiments involving animals were conducted in accordance with NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals and with the Mexican Federal Regulation for animal reproduction, care, and experimen-
tation (NOM-062-ZO0O-2001). The study was approved by the Animal Care and Use Committees: Comité para
el cuidado y uso de animales de laboratorio, Instituto de Investigaciones Biomédicas and for Comité de investi-
gacion en animales, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion.
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Figure 7. Anti-inflammatory and vasoactive pathways mRNA levels in the dimorphism found in the progression
of CKD induced by AKI. (A) TGF-3 mRNA levels, (B) Interleukin 10 mRNA levels, (C) ET, receptor mRNA levels,
(D) ETj receptor mRNA levels, (E) AT, receptor mRNA levels, (F) AT, receptor mRNA levels. Female groups are
in a gray background, in which sham is represented by white bars and F + IR group in black bars, following by
sham male in white bars and M + IR group in gray bars. Groups included at least 4 rats per group. Data are shown
as mean =+ SE. *p < 0.05 vs, Sham female group, *p < 0.05 vs. sham male group, and “p < 0.05 vs. F + IR group.

Experimental Protocol 1. Thirty-nine female (250-280g) and thirty-nine (290-310 g) male Wistar rats
were included and divided into seven groups: Two groups of control animals underwent sham surgery that were
studied and sacrificed at 24-h (5 females and 5 males) and at 4-months (4 females and 4 males); and 5-groups who
underwent bilateral renal ischemia for 45 min and were studied at 24-h (6 females and 6 males) and at 1 (5 females
and 5 males), 2 (6 females and 6 males), 3 (5 females and 5 males), or 4-months post-ischemia (8 females and 8
males), F+1IR and M + IR, respectively. The bilateral renal ischemia in the female rats was performed during the
estrogenic phase. This phase was evaluated by vaginal smear, briefly cyclicity was recorded following examination
of vaginal smears for the proportions of leucocytes, epithelial cells and cornified cells in the smear. The smears
were assessed and cycles identified as described previously®”.

Experimental Protocol 2.  Fifty-five female Wistar rats were oophorectomized at 70 days of age and allowed
to evolve 1-month until estrogen levels decreased and were divided into 7-groups: two groups of control animals
underwent sham surgery that were studied and sacrificed at 24-h (n = 8) and at 4-months (n =9); and five groups
who underwent bilateral renal ischemia for 45 min and were studied at 24-h (n=8),and at 1 (n=38),2 (n=6), 3
(n=38), or 4-months post-ischemia (n=38).

Ischemia/reperfusion model. Rats were anesthetized with an intra-peritoneal injection of sodium pento-
barbital (30 mg/kg) and placed on a heating pad to maintain core body temperature at 37 °C. Renal pedicles were
isolated, and bilateral renal ischemia was induced using a non-traumatic clamp on each renal artery for 45 min.
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Reperfusion was achieved by release of the clips and confirmed by return of oxygenated blood to the kidney. The
muscle and the skin were closed with 3-0 vicryl and silk sutures, respectively. For sham surgery, laparotomy and
renal pedicle dissection, without clamping, was performed in anesthetized rats.

Bilateral Oophorectomy. The animals were anesthetized by intraperitoneal injection of sodium pentobar-
bital at a dose of 30 mg/Kg and were placed in a heating bed. Double dorsolateral incision was performed and the
oviducts were ligated and removed; then, the abdominal wall and skin were sutured. After surgery, the animals
remained in the heating bed until their anesthesia recovery. One month after, rats underwent to bilateral renal
ischemia (45 min) and studied either, 24-h or 4-months after.

Functional Studies. At the end of the experimental period, rats were anesthetized with sodium pentobar-
bital (30 mg/kg) and placed on a homoeothermic table. The femoral arteries were catheterized with polyethylene
tubing (PE-50). The mean arterial pressure (MAP) was monitored with a pressure transducer (model p23 db,
Gould) and recorded on a polygraph (Grass Instruments, Quincy, MA). An ultrasound transit-time flow probe
(transonic flowprobe, New York, NY) was placed around the left artery and filled with ultrasonic coupling gel (HR
Lubricating Jelly, Carter-Wallace, New York, NY) to record the renal blood flow (Transonic flowmeter, New York,
NY). Blood samples were taken at the end of the study.

Biochemical Studies. Proteinuria was determined monthly from 24-h urine collections using the turbidi-
metric method with trichloroacetic acid (TCA) throughout the monthly follow-up in all studied groups.

Urine and serum creatinine concentrations were measured with Quantichrom creatinine assay kit (DICT-
500), and renal creatinine clearance was calculated.

Serum estradiol concentrations were determined by radioimmune analysis using a commercial rat kit, (DPC
Coat-a-count, TKE21, Diagnostic Products, CA, USA).

Light microscopy analysis. For the light microscopy, the left kidney was perfused through the femoral
catheter with PBS and then 4% neutral buffered formalin, and perfusion was continued until fixation was com-
pleted, maintaining the MAP that each rat had during the experiment. Renal tissue was paraffin embedded, 3 pm
sections were stained with periodic acid Schiff (PAS) or Sirius red. For the acute study, ten subcortical fields
(magnification x 100) were recorded from each kidney slide using a digital camera incorporated in a Nikon Light
microscope. The injured tubules were analyzed blindly. Tubular damage was characterized by a loss of brush bor-
der, lumen dilation, and detachment from basement membrane. In each microphotograph, injured tubules were
counted, and the results were expressed as the average of fields observed. For the chronic study, the glomerular
diameter and area was measured in at least 50 glomeruli per rat, as we previously reported®. For this purpose,
ten to fifteen images of different renal cortex fields were recorded (magnification x 100). In another ten images
(magnification x400), tubular width was measured in at least 100 tubules. Tubulointerstitial fibrosis consisted
in extra cellular matrix expansion with collagen deposition together with distortion and collapse of the tubules;
fibrosis was evidenced by red coloration in Sirus red stained slides. The degree of tubulo-interstitial fibrosis was
measured by morphometry in five to eight subcortical fields (magnification x400). The affected area was delim-
ited and the percentage of tubulo-interstitial fibrosis was calculated by dividing the fibrotic area by the total field
area, excluding the glomerular area. All the analyses were performed blinded.

Urinary hydrogen peroxide assay. The amount of hydrogen peroxide (H,0,) in urine was determined
with an Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Invitrogen, Eugene, OR) according to the man-
ufacturer’s instructions.

Glutathione (GSH) and glutathione disulfide (GSSG) levels.  Tissue Preparation. The right kid-
ney was excised and separated into renal cortex and medulla. The sections were maintained in ice-cold saline
solution (0.9% NaCl). A 10% whole homogenate was prepared in ice-cold homogenization buffer [154 mM
KCI, 5 mM diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA), and 0.1 M potassium phosphate (KPi) buffer, pH 6.8].
Immediately after, one volume of cold acid buffer consisting of 40 mM HCI, 10 mM DTPA, 20 mM ascorbic acid,
and 10% trichloroacetic acid (TCA) was added to one volume of homogenate. The suspension was centrifuged at
14,000 rpm and the resulting supernatant solution was maintained at —70 °C for at least 4 weeks.

O-phthalaldehyde assay (OPA) Assay Procedure. The following solutions were required to perform the OPA
assay: redox quenching buffer (RQB) (20 mM HCI, 5mM DTPA, 10 mM ascorbic acid); 5% TCA in RQB (TCA-
RQB); 7.5 mM N-ethylmaleimide (NEM) in RQB; 1.0 M KPi buffer (pH 7.0); 0.1 M KPi buffer (pH 6.9); 100 mM
dithionite (DT; sodium hydrosulfite) in RQB; 5.0 mg/ml OPA in methanol. DT and OPA solutions were prepared
immediately before use. Standards were prepared as follows: 0.1 mM GSSG in TCA-RQB; 0.1 mM GSH in TCA-
RQB. The trace levels of GSSG were removed by treating 1.0ml of a 1.0 mM solution of GSH in TCA-RQB with
25 mg of zinc dust. The assays consisted of paired samples labeled A and B. Sample A was the background consist-
ing of non-glutathione-dependent fluorescence that was subtracted from the paired sample B. From GSSG 1 mM
stock, 20 pl was taken and 980l of TCA-RQB was added to make the standard curve. OPA-derived fluorescence
was measured at 365-nm excitation (slit width 5nm) and 430-nm emission (slit width 20 nm)®.

eNOS, catalase, HIF1o, VEGF, ETA, ETB, AT1, AT2, TGF-3, and IL-10 mRNA levels. The right
kidney was removed and quickly frozen. The total renal cortex RNA was isolated from the kidneys using the
TRIzol method (Invitrogen, Carlsbad, CA) and checked for integrity using 1% agarose gel electrophoresis. To
avoid DNA contamination, total RNA samples were treated with DNAase (DNAase I; Invitrogen). Reverse tran-
scription (RT) was carried out with 1 g of total RNA and 200 U of Moloney murine leukemia virus reverse
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transcriptase (Invitrogen). The mRNA levels eNOS, catalase, HIF1a, VEGE ET,, ETg, AT, AT,, TGF- 3 and
IL-10 were quantified by real-time PCR on an ABI Prism 7300 Sequence Detection System (TaqMan, ABI, Foster
City, CA). Primers and probes were ordered as follows: eNOS (Rn02132634_s1), catalase (Rn00560930_m1),
HIFla, (Rn0057756_m1), VEGF (Rn01511602_m1), ET, (Rn00561137_m1), ET; (Rn00569139_m1), AT,
(Rn00561409_s1), AT, (Rn00560677_s1), TGF-( (Rn00572010_m1), and IL-10 (Rn99999012_m1). As an endog-
enous control, eukaryotic 18S rRNA (predesigned assay reagent Applied by ABI, external run, Rn03928990_g1)
was used. The relative quantification of each gene expression was performed with the comparative threshold cycle
(Ct) method.

Renal VEGF protein levels. VEGF protein levels were detected by Western blot, using 30 pg of protein in
8.5% SDS-PAGE electrophoresis gel and electroblotted. The membranes were incubated with mouse anti-VEGF
antibody (1:1000, ThermoScientific) overnight. Next, the membranes were incubated with a secondary antibody
and HRP-conjugated anti-mouse IgG (1:5000, Santa Cruz Biotechnology). The proteins were detected with an
enhanced chemiluminescence kit (Millipore) and by radiography. All Western blot analyses were performed
within the linear range of protein loads and antibody use. The bands were scanned for densitometric analysis
using the UVP EC3 Imaging System and the UVP VisionWorks LS Image acquisition and Analysis Software.

Urinary Hsp72 levels. Urinary Hsp72 levels were detected by Western blot, each urine was diluted 1:10 in
0.9% saline solution, and 10 pL of each dilution was loaded and resolved by 8.5% SDS-PAGE electrophoresis and
electroblotted. The membranes were incubated with mouse anti-Hsp72 antibody (ENZO Life Sciences, 1:5000
dilution) for 2-h and then incubated with a secondary antibody, HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (1:5000,
Santa Cruz Biotechnology). The proteins were detected using a commercial chemiluminiscence kit (Millipore).

Statistical analysis. The results are presented as the mean + SE. The differences among the four studied
groups at 24-h and 4-months were assessed by ANOVA using the Bonferroni correction for multiple compari-
sons. All comparisons passed the normality test. The differences in the ranks of glomerular diameters among the
groups were evaluated by contingency analysis, and the differences were assessed using the chi-squared test with
the Yates correction. Statistical significance was defined when the p value was <0.05.

The data generated during and/or analyzed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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