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Resumen del proyecto

El modelo de nefrectomia cinco sextos (5/6Nx) se utiliza ampliamente para estudiar
los mecanismos implicados en la progresion de la enfermedad renal cronica (CKD),
una patologia renal que ha aumentado de forma espectacular en los ultimos afios.
El deterioro mitocondrial es un mecanismo clave involucrado en la progresion de la
CKD; sin embargo, la informacién sobre la bioenergética mitocondrial y alteraciones
redox a lo largo de un curso temporal en el modelo 5/6Nx es todavia limitada y en
algunos casos contradictoria. Por lo tanto, realizamos por primera vez un estudio
temporal de las alteraciones mitocondriales mediante respirometria de alta
resolucion en el modelo 5/6Nx. Nuestros resultados muestran una disminucion en
la fosforilacion oxidativa mitocondrial en los primeros tiempos, asi como un deterioro
permanente en la produccion de adenosin trifosfato (ATP) en la respiracion ligada
al complejo | (Cl), un estado oxidativo permanente en las mitocondrias y el
desacoplamiento de estos organulos. Estas alteraciones estan relacionadas con la
disminucion temprana de las actividades del Cl y de la ATP sintasa y con la
disminucién adicional de la actividad del complejo Il (Clll). Por tanto, los resultados
sugieren gue el deterioro de la bioenergética mitocondrial es un evento temprano
en el dafio renal, cuya persistencia en el tiempo agrava el desarrollo de CKD en el
modelo 5/6Nx.

Como mencionamos el deterioro mitocondrial es un mecanismo critico que favorece
la progresion de la CKD. Sin embargo, la informacion sobre la bioenergética
mitocondrial y alteraciones redox, asi como en la biogénesis y dinamica
mitocondriales, a lo largo de un curso temporal en el modelo 5/6Nx es todavia
limitada y en algunos casos contradictoria. En este trabajo, determinamos los
cambios en la biogénesis mitocondrial y los marcadores de dinamica en la masa
renal remanente de los dias 2 a 28 después de 5/6Nx. Nuestros resultados muestran
una reduccion progresiva en la biogénesis mitocondrial. Ademas, la reduccién de
las proteinas de la biogénesis mitocondrial se correlaciona fuertemente con el
aumento de los marcadores de dafio renal. Ademas, encontramos un cambio lento
y gradual en la dinamica mitocondrial de la fusién a la fisi6n, favoreciendo la
fragmentacion mitocondrial en etapas posteriores después de 5/6Nx. Juntos,
nuestros resultados sugieren que 5/6Nx induce la reduccidn progresiva de la masa
mitocondrial a lo largo del tiempo a través de la disminucion de los factores de
biogénesis mitocondrial y un cambio lento de la fision mitocondrial a la fusion; ambos
mecanismos favorecen la progresion de la CKD en la masa renal remanente.



Abstract

The five-sixths (5/6Nx) nephrectomy model is widely used to study the mechanisms
involved in the progression of chronic kidney disease (CKD), a kidney disease that
has increased dramatically in recent years. Mitochondrial impairment is a key
mechanism involved in the progression of CKD; however, the information on
mitochondrial bioenergetics and redox alterations throughout a time course in the
5/6Nx model is still limited and in some cases contradictory. Therefore, we
performed for the first time a temporary study of mitochondrial alterations using high-
resolution respirometry in the 5/6Nx model. Our results show a decrease in
mitochondrial oxidative phosphorylation in the early stages, as well as a permanent
deterioration in the production of adenosine triphosphate (ATP) in respiration linked
to complex | (Cl), a permanent oxidative state in the mitochondria and uncoupling of
these organelles. These alterations are related to an early decrease in IC and ATP
synthase activities and to a further decrease in complex Ill (ClIII) activity. Therefore,
the results suggest that the deterioration of mitochondrial bioenergetics is an early
event in kidney damage, the persistence of which over time aggravates the
development of CKD in the 5/6Nx model.

As we mentioned, mitochondrial deterioration is a critical mechanism that favors the
progression of CKD. However, information on mitochondrial bioenergetics and redox
alterations, as well as on mitochondrial biogenesis and dynamics, throughout a time
course in the 5/6Nx model is still limited and in some cases contradictory. In this
work, we determined the changes in mitochondrial biogenesis and dynamics
markers in the remaining renal mass from days 2 to 28 after 5/6Nx. Our results show
a progressive reduction in mitochondrial biogenesis. Furthermore, the reduction in
proteins of mitochondrial biogenesis is strongly correlated with the increase in
markers of kidney damage. Furthermore, we found a slow and gradual change in
mitochondrial dynamics from fusion to fission, favoring mitochondrial fragmentation
in later stages after 5/6Nx. Together, our results suggest that 5/6Nx induces
progressive reduction in mitochondrial mass over time through decreased
mitochondrial biogenesis factors and a slow shift from mitochondrial fission to fusion;
both mechanisms favor the progression of CKD in the remaining renal mass.
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1. Introduccion

1.1 El rifidn vy su estructura

Los rifiones son dos 6rganos pares que se encuentran situados detras del peritoneo
a ambos lados de la columna vertebral, implicados en el mantenimiento de la
homeostasis corporal mediante la conservacion del equilibrio osmotico y la
eliminacion de desechos metabdlicos, entre otros multiples procesos. Dichos
organos reciben cerca del 25% del gasto cardiaco a través de la arteria renal [1], la
cual se ramifica en un sistema de arteriolas que regulan la entrada del flujo
sanguineo a las unidades funcionales del rifion: las nefronas [2]. Una persona adulta
posee entre 1.5 a 2 millones de nefronas, el 80% de las cuales se conocen como
corticales y poseen estructuras denominadas "asas de Henle" cortas, las cuales
penetran una distancia corta dentro de la médula. El otro 20% de las nefronas
reciben el nombre de yuxtamedulares y poseen asas de Henle largas, que penetran
profundamente en la médula [3].

Cada nefrona esta compuesta de un corpusculo renal encargado del proceso de
filtracion y una serie de segmentos tubulares adjuntos. El corpusculo renal esta
conformado por un enramado capilar, conocido como glomérulo, y una esfera que
lo encierra, la capsula de Bowman. Por otro lado, la parte tubular comprende el
tubulo proximal (PT), el segmento delgado descendente del asa de Henle (TDL), el
segmento grueso ascendente del asa de Henle (TAL), el tabulo distal (DT) y los
tubulos colectores (CT) [2,4]. El glomérulo tiene como principal funcion la filtracion
del plasma sanguineo para producir el ultrafiltrado, a través de tres membranas que
forman la barrera de filtraciébn glomerular [2]. La primera, el endotelio fenestrado,
esta conformado por células que forman poros con un didmetro aproximado de 70
a 100 nm, y su funcién es evitar el cruce de las células sanguineas y moléculas
cargadas negativamente [5]. La segunda, la membrana basal glomerular, repele
moléculas cargadas negativamente [4]. Finalmente, las ranuras de filtracion de los
podocitos poseen prolongaciones del citoplasma conocidas como pediculos, los
cuales se entrelazan entre si y se enrollan alrededor de los capilares glomerulares,
donde forman ranuras de filtracion de 25 a 60 nm [6].

El fluido que entra al lumen de la nefrona a partir de la filtracion glomerular posee
una composicion muy similar a la del plasma. Sin embargo, dentro de los segmentos
tubulares se modifica la composicion del filtrado a partir de los procesos de
reabsorcién y secrecion. La reabsorcion hace referencia al movimiento de solutos
del lumen tubular de vuelta al plasma, esta se inicia en el PT, el cual representa el
segmento mas largo de la nefrona y constituye la mayor parte de la corteza renal
[5]. En él se efectia la mayoria de la reabsorcién de solutos como sodio, cloro,
glucosa, aminoacidos, péptidos y bicarbonato. EI PT esta constituido por dos partes,



la “inicial contorneada” que esta unida directamente al corpusculo renal en la corteza
y realiza la mayor parte de la reabsorcion, y la “parte recta”, que desciende en
direccion a la medula [4].

Desde el PT, el liquido desciende hacia el asa de Henle. En este punto el fluido que
entra en el asa de Henle es isotdnico con respecto al plasma, sin embargo, durante
Su paso por este segmento, se produce el alto gradiente osmoético que permite al
agua ser removida a medida que atraviesa la médula renal mediante el mecanismo
conocido como flujo a contracorriente. Por su parte, la porcién ascendente del asa
de Henle es un continuo con el DT, por lo cual algunos autores lo consideran como
parte del mismo [4]. EI DT es inicialmente impermeable al agua y posee un
transporte activo considerable [2]. El siguiente segmento del DT es conocido como
"contorneado”, este segmento participa en la reabsorcion activa de calcio, ya que
tiene la mayor actividad de la Ca?*-ATPasa en la nefrona [7]. Finalmente, la regién
conectora del DT desemboca en el tubulo colector cortical, donde se lleva a cabo el
control hormonal de la reabsorcién de agua por medio de la hormona antidiurética

[2].

1.2 La mitocondria en el rifién

En los rifiones, los procesos de transporte activo son la fuerza motriz que hace
posible la reabsorcion de los distintos solutos, por lo que este 6rgano posee una
demanda energética alta, utilizando alrededor del 7% del oxigeno total consumido
por el cuerpo [8]. La mayor contribucién al consumo de oxigeno renal esta dada por
el transporte activo de sodio, el cual depende de la actividad mitocondrial [9]. Debido
a los diferentes requerimientos energéticos a lo largo de la nefrona, cada segmento
tubular tiene una abundancia mitocondrial diferente [8,10,11], teniendo una mayor
densidad mitocondrial aquellos segmentos con mayor tasa de reabsorcion, como el
PT contorneado y la TAL [10].

Por otro lado, la actividad del sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS)
mitocondrial también depende del tipo y disponibilidad de sustratos [12]. Si bien en
el rindn la demanda energética es predominantemente sostenida por la f-oxidacion
de &cidos grasos [13], existe una preferencia de cada segmento de la nefrona por
ciertos sustratos. En el caso del PT, la OXPHOS es mantenida predominantemente
por la B-oxidacién de acidos grasos de cadena media y larga, seguidos por los
cuerpos cetonicos, el acido lactico e intermediarios del ciclo del acido citrico como
el malato [14,15], siendo el aporte glucolitico de adenosina-5-trifosfato (ATP) casi
inexistente en este segmento [8]. Por su parte, el TDL posee una densidad
mitocondrial pobre y un aporte de la OXPHOS Iimitado, siendo los sustratos
preferidos el piruvato y la glucosa [8]. Mientras que, en la parte medular, la glicélisis
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anaerobia tiene una mayor contribucion [8]. Al contrario, en la TAL y el DT, el alto
consumo de oxigeno genera un enriquecimiento mitocondrial, en donde se oxidan
acidos grasos, cuerpos cetonicos, glucosa, lactato, glutamato y glutamina, pero no
malato, succinato o citrato [11]. Finalmente, en el caso de los conductos CT, los
experimentos de deprivacion de sustratos revelan que estos son capaces de
mantener el contenido de ATP intracelular incluso después de 30 minutos de
deprivacion [16], sugiriendo que poseen una alta actividad glicolitica, asi como
reservas endogenas de sustratos.

Estudios de microscopia confocal multifotdnica han demostrado que el potencial de
membrana mitocondrial (AWm) también cambia a lo largo de la nefrona. En estos
estudios en ratones anestesiados, se revel6 un mayor AWm en el PT, seguido por
la TAL [17,18]. Ademas, en estados patolégicos como la hipoxia, el A¥Ym
rapidamente colapsa en el PT, pero no en el DT [18]; lo cual es consistente con la
pobre capacidad de PT para obtener energia de la glucdlisis [8]. La funcién renal
depende en gran parte del equilibrio entre los procesos que regulan la dinamica y
recambio mitocondrial (fision, fusion, biogénesis y mitofagia) [8,19], por lo que las
patologias mitocondriales son un factor muy importante en el desarrollo de diversas
enfermedades renales [20-22].

El rifibn se considera como el segundo drgano con mayor capacidad de
gluconeogénesis solo después del higado [23]. En condiciones fisiologicas, la
contribucion del rifién a la glucosa en sangre es del 25%, sin embargo, esta puede
llegar hasta cerca del 45% después de ayuno prolongado [24]. Esto se ha asociado
principalmente a la capacidad del rifidén sintetizar glucosa a partir de precursores no
carbohidratos como los acidos carboxilicos y los aminoéacidos [25]. En condiciones
normales estos sustratos representan el 90% de la gluconeogénesis en el rifidn:
lactato, glutamina, glicerol y alanina. Sin embargo, estas contribuciones pueden
llegar a variar durante periodos de ayuno [24,25]. Para el andlisis de la
gluconeogénesis renal, dicho organo puede considerarse dividido en dos
compartimientos separados, la corteza donde produce y libera glucosa
principalmente por el PT, y la médula en la que la gluconeogénesis es minima y se
utilizan altas cantidades glucosa [26]. EI PT, en especial el segmento S3 del mismao,
reabsorbe glucosa y sintetiza la mayor cantidad de glucosa, pero no es capaz de
metabolizarla, dada la falta de actividad y abundancia de enzimas glucoliticas como
la hexocinasa en este segmento [26]. En contraste, en las regiones medulares de la
nefrona como el asa de Henle, la glucosa en el fluido tubular es minima, asi como
la gluconeogénesis, sin embargo, estas regiones usan glucosa proporcionada por
el PT y entregada por el flujo sanguineo [24,26]. Por otro lado, la mitocondria renal
tiene un papel fundamental en la a gluconeogénesis en los segmentos corticales,
esto a partir del aporte de ATP necesario para esta via biosintética [24—26]. De
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hecho, la abundancia mitocondrial en estos segmentos correlaciona con la
expresion y actividad de las enzimas gluconeogénicas como la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa, asi el consumo de lactato, glutamina y alanina en los mismos [23,26].
Asi mismo, el suministro de piruvato a partir de aminoacidos como la glutamina y el
glutamato, depende de las transaminasas mitocondriales y del correcto flujo en el
ciclo de Krebs [23,26]. Aun mas, dicha produccion es sensible a inhibidores del
sistema de transporte de electrones (ETS) como la antimicina A [24-26],
confirmando el papel fundamental de la mitocondria en la regulacion de esta via
metabolica.

Adicionalmente, las mitocondrias se consideran como un eje central en la regulacion
redox celular en el rifién, dado que dicho organulo es uno de los principales sitios
de produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) en la célula [21,27]. En las
mitocondrias, la produccion de ROS, incluso en condiciones no patoldgicas,
depende directamente de la actividad de las deshidrogenasas del ETS, de la B-
oxidacion y del ciclo de Krebs [28,29]. Por lo que, multiples sitios de produccion de
ROS han sido identificados hasta ahora, cuyas contribuciones dependen de la
disponibilidad de sustratos y el balance energético, entre otros factores [12,28]. De
igual manera, la mitocondria y las ROS producidas por dicho organulo también
pueden regular la activacion del inflamasoma dominio pirina de la familia NLR que
contiene 3 (NLRP3) y el desencadenamiento de la muerte celular por apoptosis [30].
La activacion mitocondrial del inflamasoma NLRP3 lleva a la activacion de la
sefalizacion mediada por el factor nuclear kappa B (NF-kB) en células
proinflamatorias como los macrofagos, monocitos y neutréfilos [30], contribuyendo
asi a los procesos inflamatorios, regenerativos y/o fibréticos en el rifion [31,32].
Aunado a esto, la mitocondria junto con la aldosterona, median la transicion epitelio-
mesenquima en las células tubulares [33], regulando la respuesta al dafio renal.

Por otro lado, 98%—-99% de la carga filtrada por la nefrona de Ca?* es reabsorbida
por los tubulos renales a partir del transporte activo secundario dependiente de la
produccion de ATP mitocondrial [34]. Dicho organulo no solamente sostiene la
absorcion del Ca?* en los segmentos tubulares, sino que junto con el reticulo
endoplasmico (ER) es considerado como uno de los sitios principales de regulacion
de la concentracion intracelular de Ca?* [35,36]. En condiciones de reposo, la
concentracion mitocondrial de Ca?* es de aproximadamente 100-200 nM. Sin
embargo, bajo estimulacion, las mitocondrias pueden acumular de 10 a 20 veces
mas Ca?* que el compartimento citosolico [36]. La membrana externa mitocondrial
(MOM) es altamente permeable al Ca?* gracias a los altos niveles del canal selectivo
de aniones dependientes de voltaje (VDAC). Mientras que la entrada de Ca?* a
través de la membrana interna mitocondrial (MIM) esta regulada principalmente por
el complejo del uniportador mitocondrial de Ca?* (MCU) y esta regulada por el AWm
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[35,36]. Por ultimo, las mitocondrias interactdan fisica y funcionalmente con una
gran cantidad de organulos, siendo la interaccion con el ER de particular interés
para la regulacion celular [37]. La comunicacion entre estos organulos es a través
de las membranas-ER asociadas a mitocondrias (MAMS), las cuales tiene un papel
fundamental en las funciones celulares como la sefalizacién de Ca?*, el transporte
de lipidos, el metabolismo energético y la muerte celular [37,38]. Por tal motivo,
cualquier alteracién en los segmentos renales hay una estrecha correlacion entre
las funciones mitocondriales y del ER [39].

2. Antecedentes

2.1. La insuficiencia renal aguda (AKI) y la enfermedad renal crénica (CKD)

El término insuficiencia renal aguda (AKI) se utiliza para englobar un conjunto de
patologias que se caracterizan por un deterioro repentino de las funciones renales
en un intervalo de tiempo relativamente corto, generando un aumento en la
creatinina en sangre, asi como la desregulaciéon en la homeostasis acido-base y
osmotica del rifion [40,41]. A nivel mundial, se ha observado un aumento creciente
en el numero de casos de AKI durante las ultimas dos décadas [42], estimandose
gue anualmente 13 millones de personas experimentan episodios de AKI [43]. Esto
genera un escenario alarmante, puesto que la AKI se asocia con altas tasas de
mortalidad en pacientes con complicaciones cardiovasculares [44]. Si bien existen
diversas causas de la AKI, las mas comunes son:. procesos isquémicos o de
oclusion, asi como el consumo de ciertos farmacos y la exposicion a contaminantes
ambientales [45-48].

Por otro lado, la enfermedad renal cronica (CKD) se da como resultado de una serie
de insultos agudos y continuos, que generan la pérdida inicial de nefronas. En un
intento por compensar dicha pérdida, el rifibn desencadena cambios
hemodinamicos, vasculares e inflamatorios, que conducen a una mayor pérdida de
nefronas, generando asi dafios a largo plazo y la pérdida progresiva de la funcién
renal [49,50]. De acuerdo con la Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
(KDOQI) de la Fundacion Nacional Americana del Rifion, que toma como principal
parametro de referencia a la tasa de filtracion glomerular (GFR), la CKD en humanos
puede definirse como: una GFR menor a 60 mL/min/1.73 m? por 3 meses 0 mas,
junto con anormalidades funcionales y estructurales en el rifidn, que puede o no
manifestarse por el incremento en los marcadores clinicos de dafio renal [51]. La
naturaleza progresiva de la enfermedad llevé a la KDOQ)I a clasificarla en 5 estadios
tomando como parametro la caida en la GFR, donde menos de 15 mL/min/1.73m?2
se considera como estadio 5 o enfermedad renal en etapa terminal, punto en el cual
el paciente precisa de dialisis o trasplante para sobrevivir.
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En las ultimas décadas, el nimero de pacientes con CKD ha aumentado
draméticamente, pasando a la lista de las principales causas de mortalidad a nivel
mundial, del puesto 27 en 1990 al puesto 18 en 2014 [52,53]. En México, la CKD
representa la octava causa de defuncion en varones y la sexta en mujeres de entre
20 a 59 afios. La situacion en nuestro pais es alarmante debido a que presenta el
mayor incremento en el numero de pacientes por millén de habitantes de América
Latina [54,55] y las mayores tasas de mortalidad en pacientes [56,57]. En estudios
realizados en poblaciones americanas se ha identificado a la hipertension, la
diabetes mellitus, la hiperlipidemia, la proteinuria, la obesidad, el tabaquismo y el
uso indiscriminado de medicamentos como los principales factores de riesgo para
desarrollar CKD [49,51,58].

Asi mismo, se ha demostrado tanto en modelos animales como en pacientes, que
un episodio fuerte de AKI o una serie de ellos puede resultar en el desarrollo de
CKD [5,50,51]. Dado que ambas enfermedades estan consideradas como
problemas crecientes de salud publica en todo el mundo [59-61] y al hecho de que
los enfoques clinicos muchas veces son insuficientes para prevenir el avance de
estas enfermedades [49,51,62], se ha propuesto la idea de que para desarrollar
mejores terapias se debe partir de una vision mas integrativa de los procesos
involucrados en la génesis de la AKI y su progresion hacia la CKD [40,63].

2.2. Las mitocondrias y su papel en la enfermedad renal

Los rifiones tienen una alta demanda energética y un alto consumo de oxigeno
asociado a la OXPHOS [8,26]. Ademas de ser las principales productoras de ATP
en el rifion, las mitocondrias modulan funciones celulares relacionadas a la
homeostasis de calcio, apoptosis y sefializacion celular [21,64-66] y se les
considera como uno de los principales sitios de generacion de ROS [28], las cuales
en exceso contribuyen al desarrollo y progresion de diversas enfermedades. Dado
gue la homeostasis mitocondrial es esencial para el mantenimiento de la funciéon
renal [66], en los Ultimos afios ha tomado fuerza la idea de que la disfuncion
mitocondrial juega un papel fundamental en la génesis y el desarrollo de
enfermedades renales [22,66—68].

2.2.1. Alteraciones en la bioenergética mitocondrial en la AKly la CKD
Se ha demostrado en los modelos in vivo de AKI inducidos por cisplatino,

isquemia/reperfusion [17], gentamicina [17] y maleato [69], que los segmentos
tubulares ricos en mitocondrias como el PT y TAL son los mas propensos a sufrir
dafno. Ademas, en estos modelos existe una correlacion entre el dafio tubular y
alteraciones mitocondriales tales como: la disminucion en el AWm, la caida en los
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niveles de ATP y un desplazamiento de la dinamica mitocondrial hacia la fision
[17,69]. Aunado a esto, las alteraciones en la bioenergética mitocondrial se han
relacionado con defectos tubulares en pacientes con patologias renales, como el
sindrome de Fanconi, el sindrome de Bartter y la enfermedad renal quistica, entre
otros [20,70].

En el caso de la CKD, esta se desarrolla como resultado de un conjunto de
mecanismos patologicos, que incluyen variaciones hemodinamicas, hipertrofia,
inflamacion, fibrosis y estrés oxidante [50]. Por lo que la pérdida continua de
nefronas desencadena una hipertrofia compensatoria y el aumento en la sintesis de
biomacromoléculas en el rifion [50]. Asi mismo, la GFR por nefrona (snGFR)
aumenta, favoreciendo mayores tasas de reabsorcion de solutos y por tanto mayor
consumo de energia por nefrona [71,72]. El aumento en la reabsorcion de solutos y
la hipertrofia compensatoria generan una demanda excesiva de ATP en los
segmentos tubulares, lo cual se ha postulado que induce estrés en las mitocondrias
[50,73-75]. En la literatura existe un consenso de que las mitocondrias en la
progresion hacia la CKD no son capaces de responder efectivamente a este
aumento en la demanda de ATP [73,76,77], como lo demuestra la acumulacion de
fosfato inorgéanico, los bajos niveles de ATP, el aumento en el consumo de oxigeno
y la disminucion del transporte de sodio en el rifion. Dichos cambios se han descrito
ampliamente en pacientes con CKD [78-80] y son particularmente mayores en los
segmentos altamente dependientes del ATP mitocondrial, como el PT [81-84].

En el caso de los modelos de CKD por nefrectomia, en estudios realizados a 8, 12
y 13 semanas después de la cirugia, se observaron menores niveles de ATP en la
corteza renal, un menor AWm, alteraciones en el ETS y especificamente una menor
actividad de los complejos mitocondriales | (ClI) y 111 (Clll) y la pérdida de la definicion
de las crestas mitocondriales en el PT [32,85,86]. Lo que sugiere que en estadios
avanzados hay una acumulacién de mitocondrias disfuncionales y con produccion
ineficiente de ATP [32,74,85—-88]. En comparacion, a 9 meses de evolucion en la
CKD inducida por isquemia/reperfusién, se observo la acumulacién de mitocondrias
pequefas, con crestas anormales y signos de degradacion proteolitica [89,90].
Aunado a esto, evidencias recientes sugieren que el ciclo de Krebs renal también
se encuentra disfuncional en la CKD. En las biopsias renales de pacientes con CKD
se ha descrito una reduccién en los niveles de acido ribonucleico mensajero (MRNA)
de las proteinas del ciclo de Krebs y algunos de los metabolitos de esta via en orina
[80].

En conjunto, estos datos sugieren que las alteraciones en la bioenergética
mitocondrial son un mecanismo comun involucrado en la progresion hacia la CKD.
Sin embargo, nuestro conocimiento sobre las alteraciones en la bioenergética
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mitocondrial renal y su participacién en la progresién hacia la CKD es limitado, dado
gue la informacién existente en la literatura es escasa. Aunado a esto, los datos
acerca de las mediciones bioenergéticas y del consumo de oxigeno mitocondrial
realizadas por oximetria de baja resolucion en algunos casos son contradictorios
[91-93] y los trabajos existentes se han realizado en un solo tiempo [73,74,93]. Por
lo que, hasta la fecha, no existe una descripcion temporal de los cambios que
ocurren en las mitocondrias a lo largo de la progresion hacia la CKD.

2.2.2. Las especies reactivas del oxigeno (ROS) mitocondriales y el estrés oxidante
Los niveles excesivos de ROS mitocondriales conducen al estrés oxidante, definido

como un desequilibrio entre la produccion de ROS y el sistema antioxidante [94]. El
cual se ha asociado ampliamente con cambios en la bioenergética mitocondrial
[73,91,95] y con la alteracién en los procesos que regulan la dindmica y recambio
mitocondriales [96,97]. De hecho, el estrés oxidante se ha relacionado con la
génesis y la progresion de diversas patologias renales incluidas la AKI y la CKD
[98-100]. En el caso de la IRE, en diversos modelos animales se ha descrito que el
aumento del estrés oxidante precede a la pérdida del AWYm y al aumento en los
marcadores de dafio renal clinicos [20,101-104]. Por su parte en los estudios de
progresion hacia la CKD, la participacion del estrés oxidante, y en especial el
mitocondrial, esta menos estudiada. En el caso de los modelos de nefrectomia, a
las 24 h posteriores a la cirugia, se describi6 un aumento en la produccion
mitocondrial de ROS y un aumento en los niveles de los marcadores de estrés
oxidante en la mitocondria [73]. Por su parte, en estadios mas avanzados,
posteriores a los 28 dias, se ha reportado que los niveles de ROS mitocondriales y
los marcadores de estrés permanecen altos, asi como una disminucién en los
niveles de glutation reducido (GSH) y una actividad reducida de la superoxido
dismutasa (SOD) mitocondrial [32,85,86,88,105]. Tomados en conjunto, estos datos
sugieren un estado pro-oxidante permanente en las mitocondrias a lo largo de la
progresion hacia la CKD, sin embargo, esta hipotesis no ha sido mediante estudios
temporales.

Recientemente se propuso que, en condiciones patoldgicas, las mitocondrias
integran un mecanismo de retroalimentacién positiva de producciéon de ROS con la
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH) oxidasa (Nox) en el rifién, la
cual presenta subunidades membranales tanto en la membran citoplasmica como
mitocondrial [87,106,107]. En modelos murinos las ROS mitocondriales son
capaces de activar a la proteina cinasa C (PKC), lo que conduce a la fosforilacién
de la subunidad p47phox de la Nox y por tanto a la activacion de esta enzima
[108,109]. Por su parte, el aumento excesivo en la produccién de ROS por la Nox
puede inducir la disfuncion del ETS mitocondrial, principalmente en el CI,
favoreciendo asi el aumento en la produccion de ROS mitocondriales [107,109].

16



Este mecanismo es particularmente importante ya que la sobreactivacion de la Nox
ha sido ampliamente reportada en diversos modelos de CKD y se ha relacionado
fuertemente con el dafo tubular, la glomeruloesclerosis, el aumento en las citocinas
proinflamatorias y los factores profibréticos [110-112], asi como la sobreactivaciéon
del sistema renina-angiotensina Il [113-115].

Adicionalmente, se sabe que las ROS mitocondriales son capaces de promover
diversos procesos relacionados con la progresion de la CKD. Tal es el caso del
factor inducible por la hipoxia (HIF), el cual puede ser estabilizado por las ROS tanto
en normoxia como en hipoxia [82,116]. Aunado a esto, se sabe que HIF activa
procesos como la inflamacion, la apoptosis y posteriormente la fibrosis, relacionados
a la pérdida progresiva de la funcion renal [117]. Asi mismo, las ROS mitocondriales
también pueden activar al inflamasoma NLRP3, el cual aumenta la respuesta
inflamatoria activando la sefializacion mediada por NF-kB, contribuyendo adin mas
al proceso fibrotico [31,32]. De igual manera, las ROS mitocondriales junto con la
aldosterona favorecen la transicién epitelio-mesénquima en las células tubulares
[118], promoviendo asi el proceso fibratico.

2.2.3. Dinamica mitocondrial y recambio en el dafio renal

La mitocondria es un organulo altamente dinamico, el cual se encuentra
constantemente involucrado en procesos de fision (fragmentacion) o fusion (unién).
Asi como en procesos de degradacion de sus componentes dafiados (mitofagia) y
de sintesis de nuevos componentes (biogénesis). En conjunto, estos procesos
determinan su morfologia, tamafio y distribucién a lo largo de la célula [119,120]. La
fusién mitocondrial esta regulada por las proteinas implicadas en la fusiéon de la
MOM, mitofusinas 1 (MFN1) y 2 (MFN2), y por la proteina que participa en la fusion
de la MIM, la proteina de atrofia optica 1 (OPA1) [19]. Por otro lado, el proceso de
fisibn esta regulado por la proteina 1 relacionada a la dinamina (DRP1) y por cuatro
proteinas adaptadoras: la proteina de fision 1 (FIS1), el factor de fisibn mitocondrial
y los factores de alargamiento mitocondrial 1y 2 [19,121].

Por otro lado, la bioenergética mitocondrial esta estrechamente coordinada con la
dindmica, favoreciendo la fisién o la fusién dependiendo de la demanda de energia
[107,108]. Asi mismo, las ROS mitocondriales pueden regular la morfologia y la
dinamica mitocondrial, favoreciendo el estrés oxidante en términos generales y la
fragmentacion de las mitocondrias y su posterior degradacion [122]. Por lo tanto,
existe una estrecha relacién entre los procesos bioenergéticos, redox y dinamicos
en las mitocondrias [123].

Por otro lado, el proceso de degradacion selectiva de las mitocondrias por autofagia
se conoce como mitofagia. Este proceso esta regulado por la cinasa putativa
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inducida por PTEN 1 (PINK1), cuyo aumento en la MOM es causada por la
despolarizacion de las mitocondrias [124]. La proteina Pinkl activa a la E3-
ubiquitina ligasa Parkin, que ubiquitina a las proteinas de la MOM permitiendo el
reclutamiento de maquinaria de autofagia [122]. La importancia de este proceso
radica en eliminar a las mitocondrias dafiadas, evitando asi la acumulacion nociva
de mitocondrias dafiadas y por tanto el aumento del estrés oxidante [125].

En el caso del rifidn, en los modelos de AKI por cisplatino y maleato, se ha descrito
un desplazamiento de la dinamica mitocondrial hacia la fision [19]. Asi mismo, se ha
descrito la acumulacién de proteinas de autofagia y de mitofagia en ratas con
nefrectomia a los 28 dias posteriores a la cirugia [74]. Esto en conjunto con estudios
de microscopia electronica que revelan la acumulacion de cuerpos autofégicos,
podria indicar una mitofagia defectuosa en el dafio renal [74,126]. Sin embargo,
existen discrepancias en los cambios temporales en las proteinas de dinamica
[73,74,88,92,127] y biogénesis mitocondriales [74,88] en la AKI y su transicion hacia
la CKD, mientras que los datos existentes sobre la mitofagia son insuficientes [74].
Por lo tanto, mayores estudios de estos mecanismos permitirian profundizar mas
acerca de su papel en las alteraciones de la funcién mitocondrial en la enfermedad
renal, esto con el objetivo de desarrollar terapias que permitan prevenir el avance
de la CKD.

2.3. El modelo de dafio renal por nefrectomia 5/6

La nefrectomia cinco sextos (5/6Nx) es un modelo experimental ampliamente
utilizado para estudiar los mecanismos implicados en la progresion de la CKD,
porque debido a que la ablacion renal desencadena un deterioro progresivo que
emula la CKD clinica [12,13]. En este modelo, poco después de la cirugia (1 dia),
los cambios adaptativos en la masa remanente como el estado hipermetabdlico, los
cambios hemodinamicos y la hipertrofia desencadenan el deterioro de la
bioenergética mitocondrial [5,13], caracterizada por una reduccion en la capacidad
de OXPHOS y desacoplamiento mitocondrial [14]. Ademas, la alteracion de la
bioenergética mitocondrial observada desde el dia 1 persiste hasta el dia 28 [15].
Tal efecto favorece la disminucién de la B-oxidacion mitocondrial y la produccion de
ATP, favoreciendo el estrés oxidativo permanente en la mitocondria,
desencadenando el desarrollo de CKD en el modelo 5/6Nx [15]. Este deterioro
mitocondrial se relacioné por primera vez con una reduccion en la actividad de los
complejos del ETS [14, 15]. Sin embargo, los otros procesos que regulan la
dinamica y el recambio mitocondrial (fisién, fusion, biogénesis y mitofagia) [16]
también podrian estar involucrados, conforme progresa la enfermedad. Sin
embargo, hasta el momento no existen estudios temporales del cambio en la
biogénesis, dinamica y mitofagia mitocondrial que permitan determinar la
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participacion de este proceso en el deterioro mitocondrial en el modelo 5/6Nx. Por
lo tanto, su participacion en la progresion del dafo renal en este modelo no esta
caracterizada a lo largo de la progresion de la 5/6Nx.
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3. Justificacion

La relevancia de este proyecto se basa en que actualmente, los mecanismos
moleculares, en especial los relacionados con las mitocondrias, por los cuales se
induce la progresion hacia la CKD siguen siendo poco conocidos. Debido a que la
funcién renal depende ampliamente de la homeostasis mitocondrial, estudios que
nos permitan comprender el papel de las alteraciones mitocondriales dentro las
enfermedades renales podrian ser de gran relevancia dado que la informacion
existente en la literatura es escasa, fragmentaria, en algunos casos contradictoria,
y gue hasta el momento no se han realizado estudios temporales de las alteraciones
mitocondriales.

Este estudio nos permitira entender no solo el papel de la disfuncion mitocondrial
en la nefrectomia 5/6, sino también su avance temporal y su participacion en el
establecimiento de la CKD. Para poder responder estas preguntas se evaluaran
cambios en la funcion (alteraciones en la bioenergética, estado redox, biogénesis,
dinamica y mitofagia) y en la ultraestructura mitocondrial durante la progresion a
CKD.

Entender estos mecanismos mitocondriales abrird la posibilidad de plantear

estrategias que permitan prevenir o retrasar su avance, aminorando asi el impacto
de esta enfermedad en la salud publica.
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4. Hipotesis

El desarrollo de la CKD inducida por 5/6Nx estara asociada a la pérdida progresiva
de la homeostasis bioenergética y estado redox mitocondrial, favoreciendo ademas
alteraciones en la ultraestructura, biogénesis y dinamica de este organulo. Dichas
alteraciones persistiran en el curso temporal, lo cual favorecera el desarrollo de la
CKD en este modelo.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Primera parte del proyecto:

Determinar si en la CKD inducida por 5/6Nx existen alteraciones en la bioenergética,
ultraestructura y estado redox mitocondrial.

Segunda parte del proyecto:

Determinar la participacion de los procesos que regulan la dinamica y el recambio
mitocondrial (biogénesis, fisidn, fusion y autofagia) en el deterioro mitocondrial en el
modelo 5/6Nx.

5.2. Objetivos particulares

« Caracterizar las alteraciones en el consumo de oxigeno mitocondrial, la
capacidad de la OXPHOS y los cambios en el AWYm en los distintos estados
respiratorios.

» |dentificar los cambios en la actividad de los complejos mitocondriales.

 Evaluar el estado redox mitocondrial y la actividad de las enzimas
antioxidantes.

* Analizar los cambios en la ultraestructura y morfologia mitocondrial.

+ Evaluar la biogénesis, dinamica y autofagia mitocondriales.
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6. Materiales y métodos

6.1 Reactivos

Amplex Red, antimicina A, sal sodica de Adenosina-5-difosfato (ADP), L-arginina,
albumina sérica bovina (BSA), BSA libre de acidos grasos, cianuro de carbonilo m-
clorofenilhidrazona (CCCP), citocromo ¢ de corazon equino, D-(+)-glucosa, D-
manitol, decilubiquinona (DUB), sal de sodio de hidrato de 2,6-diclorofenol (DCPIP),
acido 5,50-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), acido etilenglicol-bis(B-aminoetiléter)-
N,N,N',N-tetraacético (EGTA), glutation reducido (GSH), glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, oligomicina, GR, hexoquinasa, &cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico (HEPES), peroxidasa de rdbano picante (HRP), K-
lactobionato, L-carnitina, palmitoil-L-carnitina, cloruro de manganeso (II) (MgClz)
tetrahidrato, NADPH, nicotinamida adenina dinuclettido fosfato (NADP?),
nicotinamida adenina dinucledtido hidrégeno (NADH), nitroazul tetrazolio
(NBThido), cianuro de potasio (KCN), rotenona, safranina O, hematoxilina, eosina,
succinato de sodio dibasico, glutamato de sodio, L-ascorbato de sodio, malato de
sodio, piruvato de sodio, dodecilsulfato sodico (SDS), sacarosa, tampén de
cacodilato de taurina, tetradxido de osmio, acetato de uranilo, citrato de plomo y
tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados
Unidos). El cloruro de calcio (CaClz), el bicarbonato de sodio (NaHCOz3s), acido
etilendiaminotetracético (EDTA), el fosfato de sodio dibasico (NazHPO4) y el fosfato
de sodio monobasico (NaH2P0O4) se adquirieron de JT Baker (Xalostoc, Edo. Mex.,
México). El polifructosano (Inutest®) se adquirié de Fresenius-Kabi (Linz, Austria).
El acido tricloroacético, el acido sulfurico y la antrona se adquirieron de Merck
(Naucalpan, Edo. Mex., México). El pentobarbital sédico (Sedalphorte®, Ciudad de
México, México), utilizado como sedante, de Salud y Bienestar Animal S.A. de C.V.
(Ciudad de México, México). Los reactivos para medir la creatinina plasmatica y
nitrdgeno ureico en sangre (BUN) se adquirieron de Spinreact (Girona, Espafa).

6.2 Modelo experimental

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité Institucional de Uso y Cuidado
Animal (CICUAL) del Instituto Nacional de Cardiologia "Ignacio Chavez" (INC/
CICUAL/014/2018) fecha de aprobacion: 22/11/2018) y se realizé de acuerdo con
la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-
062-Z00-1999) y para disposicion de residuos biolégicos (NOM-087-SEMARNAT-
SSA1-2002) y La Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio 8a. Edicion.
Se separaron aleatoriamente ratas Wistar macho con un peso corporal inicial entre
250 y 300 g en dos grupos: (1) ratas operadas simuladamente (Sham) y (2) grupo
de nefrectomia 5/6 (5/6Nx). Bajo anestesia con pentobarbital sédico (60 mg/kg), se
realizd ablacion renal mediante la extirpacion del riidn derecho e infarto selectivo
de aproximadamente dos tercios del rifidn izquierdo mediante ligadura de dos o tres
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ramas de la arteria renal. El analisis se realizo los dias 2, 4, 7, 14 y 28 después de
la cirugia 5/6Nx o simulada, con n=4 por grupo para cada punto de tiempo. Los
animales se alojaron a temperatura controlada (22-24°C) con un ciclo de luz/
oscuridad de 12 h/12 h y se mantuvieron con agua y alimento ad libitum. Al final de
cada punto de tiempo, en estos animales se realizo la eutanasia con pentobarbital
sédico (120 mg/kg) y se extirp6 la masa renal remanente para un analisis adicional.
Se extrajo sangre de la aorta abdominal, se separoé el plasma y se almacen6 a 4°C
para determinar el BUN y la creatinina plasmatica como marcadores de la funcion
renal. Se asignaron grupos adicionales de ratas Sham y 5/6Nx para realizar estudios
hemodindmicos renales los dias 7, 14 y 28 (n= 8/ grupo).

6.3 Marcadores de dafio renal y parametros hemodinamicos

La determinacion de los marcadores de dafio renal de BUN y creatinina en plasma
se realiz6 mediante el uso de estuches comerciales (Spinreact, Girona, Espafia).
Brevemente, el ensayo de la creatinina se baso en la reaccion de la creatinina con
el picrato en medio alcalino, la cual forma un complejo rojizo cuya intensidad puede
ser seguida a 495 nm y es proporcional a la concentracion de creatinina en la
muestra. Por su parte la determinacion de BUN se baso en la disminucion de la
absorbancia a 340 nm del NADH por accién coordinada de la enzima glutamato
deshidrogenasa y la ureasa, la cual es proporcional a la concentracion de la urea
total en la muestra [73].

Con el objetivo de determinar las alteraciones hemodinamicas, las ratas se
anestesiaron via intraperitoneal con pentobarbital sédico (60 mg/kg) y se colocaron
en una mesa homeotérmica (37°C). Una vez comprobada la ausencia de reflejos se
cateterizaron la trdquea, ambas venas yugulares, ambas arterias femorales y la
vejiga con catéteres de polietiieno PE-240, PE-50 y PE-90, respectivamente. Para
el mantenimiento del equilibrio de hidratacion, las ratas se mantuvieron bajo una
infusién de BSA isoténica (6 g/dL) durante la cirugia, seguida de una infusion
fisiologica de solucion salina isotonica (0.9%) a 2.2 mL/h [73].

La presion arterial media (MAP) se monitore6 por medio de un transductor de
presion (Modelo MLT844, AD Instruments, Colorado Springs, CO, EUA) colocado
en la arteria femoral y los datos se registraron por el sistema de adquisicién de datos
Power Lab (Advanced Instruments Inc., Needham Heights, MA, EUA). El rifidn
izquierdo se expuso y se coloc6é en una capsula de lucita. Para impedir la
deshidratacion de la superficie del rifidn, este se cubrié con un algodén empapado
con solucién salina. La medicion del flujo sanguineo renal (RBF) se realiz6 con una
sonda de flujo ultrasonico con transito de 2 mm (TS420, Transonic System, NY, NY,
USA) colocada alrededor de la arteria renal izquierda, la cual se cubrié con gel de
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acoplamiento de ultrasonidos Realizocon para registrar. La resistencia vascular
renal (RVR) se calculé con la formula RVR= MAP/RBF. Se tom6 una muestra de
sangre en microcapilares y se centrifugd en una centrifuga para micro hematocrito
(MICRO-MB, Thermo IEC, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) y se
leyd con un lector de microcapilares (Damon IEC Division, Needham Heights, MA,
USA).

Para evaluar la GFR las ratas se infundieron con polifructosan al 5% en solucion
salina isotonica a una velocidad de 2.2 mL/h. La infusion se dej6 un periodo de 60
minutos para alcanzar el equilibrio y se obtuvieron muestras de plasma y orina,
posteriormente, se recolecto la orina por un periodo de 30 minutos y se obtuvieron
nuevamente muestras de plasma. El contenido de polifructosan se midié
espectrofotométricamente a 450 nm en plasma y orina, para el calculo de la GFR
[73]. El flujo plasmatico renal (RPF) se calcul6 con la formula RPF= RBF*(1-
hematocrito); mientras que la fraccion de filtracion (FF) se defini6 como FF=
GFR/RPF.

6.4 Estudios histoldgicos y de microscopia electronica de trasmision

Para los estudios histologicos, los rifiones se retiraron inmediatamente y se
seccionaron después de la eutanasia. Una porcion del tejido se fijé inmediatamente
por inmersiéon en una solucion de formaldehido al 10% disuelta en solucion salina
amortiguada con fosfatos (PBS), a pH 7.4. Después de 1 dia de fijacion, las
secciones de rifién se deshidrataron con soluciones de concentracidon progresiva de
alcohol y se incrustaron en parafina. Se obtuvieron secciones de 5 um de ancho,
las cuales se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) o tricromica de Masson,
respectivamente, para su evaluacién histoldgica.

Para los estudios ultraestructurales de microscopia electronica se fijaron pequefios
fragmentos de tejido renal con glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato
0.15 M. Posteriormente se fijaron con tetradxido de osmio al 1%, se deshidrataron
con concentraciones crecientes de alcohol etilico y se infiltraron en resina EPON™
(London Resin Company, London, Reino Unido). Las secciones ultrafinas se
colocaron secciones de 70 a 90 nm en rejillas de cobre y se contrastaron con sales
de acetato de uranilo y citrato de plomo. Posteriormente se observaron con un
microscopio electronico (Tecnai Spirit BioTwin, FEI, Hillsboro, OR, EUA), para la
captura de las micrografias correspondientes.

Para los estudios de inmunomicroscopia electronica, fragmentos pequefios de la

corteza renal se fijaron por inmersion de 2 h a 4°C en paraformaldehido al 4% en
amortiguador Sérensen pH 7.4 y se embebieron en resina hidrosoluble LR-White.
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Secciones delgadas de 70-90 nm se montaron en rejillas de niquel y se incubaron
durante toda la noche a temperatura ambiente con el anticuerpo respectivo.
Después de un lavado exhaustivo, se incubaron a temperatura ambiente durante 2
horas con inmunoglubulina G (IgG) de cabra anti-conejo conjugado a particulas de
oro de 5 nm. Las rejillas se contrastaron con sales de uranio y se analizaron con el
mismo microscopio electronico mencionado anteriormente.

6.5 Evaluacion de histologia y microscopia electronica

Inmediatamente después del sacrificio del animal, se fijaron laminas delgadas de
tejido de masa renal remanente mediante inmersiébn en una soluciébn mixta de
paraformaldehido al 4% vy glutaraldehido al 1,5% pH=7.2. Se deshidrat6 un
portaobjetos de tejido delgado (1 mm de ancho) y se incrusto en paran, se seccioné
a 5 um, se tifié con hematoxilina y eosina (H&E) y tricromico de Masson para cada
vez. Para medir el dafio renal, cada diapositiva se fotografié utilizando un sistema
de camara que produjo una imagen del area renal completa, correspondiente a un
area del 100%. Luego, las areas focales de dafio tubular y fibrosis intersticial se
delimitaron y midieron con el analizador de software (Qwin, Leica, Wetzlar,
Alemania). Finalmente, se determing el porcentaje de la superficie de la lesion renal.
Para la evaluacién de microscopia electronica ultraestructural, se fijaron pequefios
fragmentos de tejido de la masa renal remanente con glutaraldehido al 2,5% en
tampodn cacodilato 0,15 M, se fijaron posteriormente con tetroxido de osmio al 1%,
se deshidrataron con alcohol etilico en concentraciones ascendentes y se infiltraron
en resina epoxi. Las secciones ultrafinas se contrastaron con acetato de uranilo y
citrato de plomo, y posteriormente se observaron con un microscopio electrénico
(Tecnai Spirit BioTwin, FEI, Hillsboro, OR, EE. UU.).

6.6 Aislamiento de mitocondrias

El aislamiento de las mitocondrias del tejido renal se realizo a partir de un protocolo
de centrifugacion diferencial con gradientes de Percoll previamente descrito [73].
Brevemente, de manera inmediata después del sacrificio, el riidén decapsulado se
enfrio inmediatamente por inmersién en solucion de medio de aislamiento “A” (D-
manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, EDTA 1 mM, HEPES 5 mM, BSA al 0,1% pH =
7.4) a 4°C. El tejido se lavé para eliminar la sangre y se cort6 un tercio del rifidn en
pequefios trozos, los cuales se suspendieron en 2 mL de medio de aislamiento “A”
en un homogeneizador de vidrio Potter—Elvehjem. Dichos fragmentos se
homogeneizaron por 4 pulso con un mortero de TeflonVR acoplado a un taladro.

El homogeneizado se centrifugd durante 5 minutos a 2,500 x g a 4°C y el

sobrenadante se volvié a centrifugar 10 minutos a 12,000 x g a 4°C. El boton
resultante se resuspendid en una soluciéon de 12% de Percoll con medio de

25



aislamiento “A”. Dicha solucion se coloco cuidadosamente sobre una cama de 1.5
mL de Percoll al 24% en medio de aislamiento “A”, generandose 2 fases. Las
muestras se centrifugaron a 15,000 x g durante 15 min a 4°C. Finalmente la fraccion
enriquecida en mitocondrias que corresponde a la parte inferior del tubo se
resuspendié en medio de aislamiento sin BSA (medio “B”) y se centrifugd de nuevo
a 12,000 x g durante 5 min como lavado. El botén resultante se resuspendio en 180
uL de medio de aislamiento B. La proteina total se cuantifico por el método de Lowry.

6.7 Consumo de O, y B-oxidacién mitocondriales

La evaluacion del consumo mitocondrial de Oz se realizd utilizando un equipo de
respirometria de alta resolucion (Oxygraph O2k, OROBOROS, Innsbruck, Austria)
a 37 °C. Brevemente, 200 pg de mitocondrias recién aisladas se adicionaron a una
celda con un volumen total de 2 mL de medio de respiracion MiR05: EGTA 0.5 mM,
MgCl2 3 mM, lactobionato de potasio 60 mM, taurina 20 mM, fosfato monobasico de
potasio (KH2PO4) 10 mM, HEPES 20 mM, sacarosa 110 mM y BSA libre de acidos
grasos 1 g/L.

El transporte de electrones se inicio mediante la adicion de los sustratos ligados al
complejo | (CI) [piruvato 5 mM, malato 2 mM y glutamato 10 mM] o por la adicién
del sustrato ligado al complejo Il (Cll) [succinato 10 mM mas inhibidor del ClI,
rotenona 0.5 pM]. La respiracion asociada al Cl mas el ClI (CI + Cll) se determin6
mediante la adicién de los sustratos ligados al Cl y al CllI, pero sin la presencia de
rotenona. La respiracién en el estado 3 respiratorio (S3) se estimuld a partir de la
adicion de ADP 2.5 mM. Mientras que para el estado 4 respiratorio inducido por
oligomicina (S40), se adicion6 oligomicina 2.5 pyM. Por su parte, para la
determinacion de los parametros respiratorios asociados a la [-oxidacion
mitocondrial, se utilizaron los sustratos aptos para el rifién: L-carnitina 2 mM,
palmitoil-L-carnitina 2 yM mas malato 2 mM [128].

Todos los parametros anteriormente mencionados se corrigieron por respiracion
residual (ROX), obtenida tras la adicion de rotenona 0.5 pM mas antimicina A 2.5
UM (inhibidor del Clll). El indice de control respiratorio (RCI) se definio a partir de la
relacion S3/S40 y la respiracion asociada a la OXPHOS (P) se defini6 como S3-
S40. Todos los valores se normalizaron sobre el contenido total de proteina
determinado por el método de Lowry [129].

6.8 Potencial de membrana mitocondrial (AWm)

Los cambios en el AWYm en los diferentes estados respiratorios se determinaron
utilizando un fluorometro de O2k (OROBOROS, Innsbruck, Austria) a partir de los
cambios en la fluorescencia del colorante cationico Safranina O (2 a 5 uM) en medio
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MiRO5 [28]. Para estimular la respiracion Cl, CIl o CI + CIlI, se agregaron los
sustratos respectivos (seccion 6.6). EIl AYm mitocondrial en S3 se obtuvo mediante
la adiciobn de ADP saturado 2.5 mM y en S4o por la adicion de oligomicina 2.5 pM.
Para disipar completamente el AWYm y corregir por las interacciones no especificas
de la safranina, se anadio CCCP 5 yM. Se emplearon curvas de calibracion de
safranina para garantizar la linealidad del ensayo. Los resultados se expresaron
como los cambios en la concentracidén medible de safranina O (AuM de S) en S3 o
S40 con respecto al desacoplamiento de CCCP vy los resultados se normalizaron
por miligramo de proteina utilizados (AuM de S/mg de proteina).

6.9 Actividad de los complejos mitocondriales

Las actividades de los complejos mitocondriales se determinaron utilizando el
protocolo antes descrito [73]. Brevemente: la actividad de Cl y del Cll se
determinaron a partir de la desaparicion de la absorbancia del decilubiquinol a 600
nm. Mientras que la actividad del Clll se evalu6 por el aumento en la absorbancia
del citocromo ¢ a 550 nm. Finalmente, la actividad del complejo IV (CIV) se evalud
por el consumo de oxigeno en presencia de TMPD mas ascorbato. La actividad de
cada complejo se determind en experimentos por separado. Las técnicas se
describen a continuacion:

6.9.1 Actividad del complejo | (Cl)

La medicion se realizd utilizando placas de 96 pozos. Las mediciones de
absorbancia se realizaron utilizando un lector de microplacas Synergy-Biotek
(Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA). En cada pozo se coloco la mezcla de
reaccion, la cual contenia: BSA 3.5 mg/mL, DCPIP 67 pM, antimicina A 1 uM, NADH
0.2 mM, KCN 0.2 mM PBS 30 mM (pH 7.4), en un volumen total de 300 uL y se
adicionaron 5 pg de proteina mitocondrial. Para cada muestra se realizé un
duplicado al cual se le adicion6 rotenona 13 pM como inhibidor. Ambos pozos se
incuban simultdneamente 5 min a 37°C. A continuacion, se adicionaron 6 pL de DUB
3.12 mM en cada pozo para dar inicio a la reaccion, la placa se agité por 5 sy se
realiz6 una cinética con lecturas cada 20 s por 3 min. La actividad total de la enzima
se calculé como la actividad sin inhibidor menos la actividad enzimatica con inhibidor
presente.

6.9.2 Actividad del complejo Il (ClI)
La técnica se realizd en placas de 96 pozos, utilizando un lector de microplacas

Synergy-Biotek (Biotek Instruments). En cada pozo se coloco la mezcla de reaccién
la cual contenia: BSA 5 mg/mL, DCPIP 67 uM, antimicina A 1 uM, succinato 15 mM,
KCN 0.2 mM, PBS 30 mM (pH 7.4), en un volumen total de 300 uL y se adicionaron
5 ug de proteina mitocondrial. Para cada muestra se efectu6 un duplicado al cual
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se le adicion6 malonato 10 mM como inhibidor, ambos pozos se incubaron
simultdneamente durante 5 min a 37°C. La reaccion se inicio por adicion de 6 pL
DUB 3.12 mM, la placa se agité por 5 sy se realizé una cinética de 3 min con lecturas
cada 20 s. La actividad de la enzima total se calculé como la actividad sin inhibidor
menos la actividad con inhibidor.

6.9.3 Actividad del complejo Il (ClII)

La técnica se realizo en placas de 96 pozos, utilizando un lector de microplacas
Synergy-Biotek (Biotek Instruments). En cada pozo se coloco la mezcla de reacciéon
la cual contenia: BSA a 0.4 mg/mL, Tween 220 uM, rotenona 1 uM, KCN 0.4 mM,
MgCI2 0.6 mM, EDTA 0.1 mM, citocromo C oxidado 17 uM, PBS 30 mM (pH 7.4),
en un volumen total de 300 pL y se adicionaron 2.5 pug de muestra mitocondrial. A
cada muestra se le realizé un duplicado al cual se le adicion6 antimicina A 30 uM
como inhibidor, ambos pozos se incuban simultaneamente 8 min a 37°C. Se
adicionaron 5 pL DUB reducida 3.12 mM para iniciar la reaccion, la placa se agité
por 5 sy se realizé una cinética de 3 min cada 15 s. La actividad total de la enzima
se calculd como la actividad sin inhibidor menos la actividad enzimatica con inhibidor
presente.

6.9.4 Actividad del complejo IV (CIV)

La actividad del CIV se determindé en medio de respiracién MiR05 suplementado
con rotenona 0.5 pM mas antimicina A 2.5 pM. La evaluacion del consumo
mitocondrial de Oz se realizo utilizando un equipo de respirometria de alta resolucion
(Oxygraph O2k, OROBOROS) a 37°C. Para iniciar la reccion se estimulo el
consumo de oxigeno mediante la adicion de TMPD 0.5 mM mas ascorbato 2 mM,
posteriormente se adiciond NaN3 como inhibidor especifico. La actividad total de la
enzima se calcul6 como el consumo de oxigeno sin inhibidor menos el consumo de
oxigeno con presencia del inhibidor.

6.10 Actividad de la ATP sintasa

La actividad de la ATP sintasa se determindé de manera indirecta a partir de la tasa
de sintesis del NADPH a 340 nm, al acoplar la reaccion de la ATP sintasa a la de la
hexocinasa y a la de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa [130].

La técnica se realizd en placas de 96 pozos, utilizando un lector de microplacas
Synergy-Biotek (Biotek Instruments). En cada pozo se colocaron: hexocinasa 4
U/mL, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) 2 U/mL, glucosa 20 mM, NADP*
1.4 mM, los sustratos ligados al Cl o al Cll (seccion 6.6), PBS 40 mM (pH = 7.4), en
un volumen total de 300 pL y se adicionaron 30 pg de mitocondrias frescas. La
reaccion se inicié con 200 mM de ADP vy se sigui6é por 3 min cada 30 s. Se utilizé
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oligomicina 10 uM como inhibidor especifico, la cual se preincubd por 3 min y se
siguid la cinética con oligomicina por 3 min cada 30 s. La actividad enzimatica total
se calcul6 como la actividad sin inhibidor menos la actividad con inhibidor presente.

6.11 Produccién de H,0; mitocondrial

La velocidad de produccion de peréxido de hidrogeno (H202) mitocondrial se midio
utilizando un fluorémetro de O2k (OROBOROS, Innsbruck, Austria) y usando
Amplex Red (10 uM) como sonda. Brevemente, mitocondrias recién aisladas se
resuspendieron en 2.0 mL de medio de respiracion MiR05 suplementado con HRP
0.5 U/mL. Para obtener la velocidad de produccién de H20: en los diferentes
estados respiratorios, se emplearon adiciones secuenciales como se describio
previamente (seccion 6.6) y se emplearon curvas de calibracién de concentraciones
de H202 para asegurar la linealidad del ensayo, una vez realizada la misma la
velocidad de produccién de peroxido de hidrogeno corresponde a la primara
derivada del cambio en la concentracion de H202 en funcién del tiempo,
determinada por el equipo [131]. La produccién basal de H202 se obtuvo mediante
la adicién de mitocondrias, la produccion alimentando al Cl en el estado respiratorio
6 (S4) (S4 ligado a Cl) se midio mediante la adicion de sustratos ligados a Cl. La
produccion alimentando al Cl S3 (S3 ligado a CI) se determind mediante la adicidén
de ADP 2.5 mM. Para determinar la produccién alimentando al Cl mas CIl en S3
(S3 ligado a CI+Cll) se afiadio succinato de sodio 10 mM. Finalmente, se afiadio
oligomicina 2,5 yM para determinar la produccion en S4o (S4o ligado a CI+Cll).

6.12 Actividad de las enzimas antioxidantes
Las actividades de las enzimas antioxidantes en las muestras correspondientes se
realizaron de acuerdo a la siguiente metodologia:

6.12.1 Superdéxido dismutasa (SOD)
La actividad de la superoxido dismutasa (SOD) se determind

espectrofotométricamente a 560 nm utilizando nitroazul de tetrazolio (NBT) como
indicador [132]. Las mediciones realizaron en placas de 96 pozos, utilizando un
lector de microplacas Synergy- Biotek (Biotek Instruments). Para esto se prepard
una mezcla de reaccion con: xantina 0.3 mM, de NBT 150 uM, EDTA 0.6 mM y
carbonato de sodio (Na2CO3s) 400 mM, en un volumen total de 332 puL por pozo y la
cinética se inicié por adicion de 30 uL de xantina oxidasa (XO) (5 mg/mL en NH4SO2
2M). La reaccion se dejé avanzar por 15 minutos y se adicioné 0.8 mM de cloruro
de cobre (CuCl2) para parar la reaccion. La absorbancia se determin6 a 560 nm en
cada una de las muestras y en un control positivo sin muestra. Se definié una unidad
(V) de la SOD como la cantidad de enzima que evita la oxidacion de 1 mol de NBT
por minuto (en comparacion con el control positivo), los resultados se expresaron
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como U/mg proteina usados.

6.12.2 Glutatién reductasa (GR)
La actividad de la glutation reductasa (GR) se determiné a partir la medicién de la

desaparicion de NADPH a 340 nM usando glutation disulfuro u oxidado (GSSG)
como sustrato. Las mediciones se realizaron en placas de 96 pozos, utilizando un
lector de microplacas Synergy- Biotek (Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA).
Para esto se preparé una mezcla de reaccion con EDTA 1 mM, NADPH 1 mM y
GSSG 1 mM, en amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.4. El ensayo se inicio por
la adicion de la muestra a 313 puL de mezcla reaccion, con lecturas cada minuto
durante 3 min. La unidad de GR se definié como la cantidad de enzima que oxida 1
mol de NADPH/min, los datos se expresaron como U/mg de proteina utilizados.

6.12.3 Glutation peroxidasa (Gpx)

La actividad de la glutation peroxidasa (Gpx) se determiné a partir la desaparicién
del NADPH en una reacciéon acoplada a la GR. Las mediciones se realizaron en
placas de 96 pozos, utilizando un lector de microplacas Synergy-Biotek (Biotek
Instruments). Para esto se preparo una mezcla de reaccion con: EDTA 1 mM, NaN3
1 mM, GSH 1 mM, NADPH 0.2 mMy GR 1 U/mL en PBS 50 mM pH 7.4. La muestra
se adicion6 a 300 pL de mezcla de reaccion y el ensayo se inicié por la adicion 30
UL de una solucion 1.25 mM de H20:. Las lecturas se realizaron cada 30 s por 3
minutos. Una unidad (U) de GPx se defini6 como la cantidad de enzima que oxida
1 mol de NADPH en un minuto, los datos se expresaron como U/mg de proteina
utilizados.

6.13 Extraccion de proteina y Western Blot

Para la extraccion total de proteinas, las respectivas muestras se resuspendieron
en amortiguador de radioinmunoprecipitacién (RIPA): Tris-HCI 40 mM, cloruro de
sodio (NaCl) 150 mM, EDTA 2 mM, EGTA 1 mM, fluoruro sédico (NaF) 5 mM,
ortovanadato de sodio (NasVOa4) 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM,
desoxicolato de sodio al 0.5%, SDS al 0.1% pH 7.6, complementado con el coctel
de inhibidor de proteasas. Las muestras se homogeneizaron usando un
homogeneizador Potter-Elvehjem y se centrifugaron a 15,000 x g durante 10
minutos a 4 °C. Se recolectaron los sobrenadantes y la proteina total se cuantificd
mediante el método de Lowry.

Las cantidades de proteina correspondientes se desnaturalizaron hirviéndolas
durante 10 minutos y luego se diluyeron 1:5 en amortiguador Laemmli (Tris-HCI 60
mM, SDS al 2%, glicerol al 10%, B-mercaptoetanol al 5%, azul de bromofenol al
0.01% pH 6.8) [130]. Las muestras (20 pg) y los estandares de peso molecular se
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cargaron en geles de SDS-poliacrilamida y se realizé la electroforesis.
Posteriormente, las proteinas se transfirieron a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF). La unién a proteinas no especificas se bloque6 por
incubacion con leche en polvo sin grasa al 5% en amortiguador tris buffer salino
(TBS) (Tween 20 al 0.4%) durante 1:30 h a temperatura ambiente. Posteriormente,
las membranas se incubaron durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario
apropiado y posteriormente durante 1:30 h en la oscuridad con el anticuerpo
secundario fluorescente correspondiente (1:10,000). Las bandas de proteinas se
detectaron por fluorescencia en un equipo Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln,
NE, EUA). Las bandas de proteinas se analizaron con el software Image Studio™
Lite LI-COR Odyssey (LI-COR Biosciences).

6.14 Analisis estadistico

Los datos se presentan como * error estandar medio de la media (SEM). Se
analizaron mediante un analisis de varianza unidireccional con una prueba de
Dunnett posterior y se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson (r) para probar
las variables de interés. Ambas pruebas se realizaron utilizando el software Graph-
Pad Prism 8 (San Diego, CA, EE. UU.). El nivel de significancia se fijé en p <0,05.
Las pruebas estadisticas correspondientes se aclaran en cada uno de los pies de
figura.
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7. Resultados

Primera parte

7.1. Pérdida de funcion renal inducida por nefrectomia 5/6

Anteriormente informamos que 5/6Nx indujo el aumento de los marcadores de dafio
renal, BUN y creatinina en plasma 24 h después de la cirugia [133,18]. La Figura
1A, B muestra que ambos marcadores permanecen elevados el dia 2 y muestran
una recuperacion parcial de la creatinina sérica de los dias 4 a 28 en el grupo 5/6NXx,
lo que confirma el mantenimiento del dafio renal. Ademas, la evaluacién histologica
mediante tincion con hematoxilina y eosina (H&E) y tricromico de Masson de la
masa renal remanente muestra en el dia 2 pequefias areas focales de atrofia del
tubulo contorneado proximal que se manifiesta por células epiteliales aplanadas con
algunas células necréticas. Algunos de estos tlbulos presentaban cilindros hialinos
en sus luces y estaban rodeados de edema intersticial con escasas células
inflamatorias (Figura 1D). Estas areas focales aumentan progresivamente con el
tiempo en tamafo y namero, como lo muestran las mediciones de morfometria
automatizadas (Figura 1C-G). El dia 28 postoperatorio el dafio renal era extenso, la
atrofia tubular epitelial se acentuaba mas, asi como la inflamacion intersticial que
mostraba mas linfocitos y fibrosis leve, asi como engrosamiento de la pared
muscular de las arteriolas que reducian sus luces y glomérulos con aumento de
celularidad mesangial y fibrosis leve (Figura 1F, G).
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Figura 1. Marcadores de funcién renal de los grupos experimentales. (A) Creatinina
y (B) nitrogeno ureico en sangre (BUN) en plasma. (C-F) Micrografias
representativas de rifion de diferentes puntos de tiempo, bajo aumento (panel
izquierdo), hematoxilina/eosina (H&E, figura superior derecha) y tincién con
tricromico de Masson (figura inferior derecha). (C) Histologia renal normal de animal
simulado. (D) El dia 7 de la nefrectomia 5/6 (5/6Nx), hay areas focales de atrofia
tubular (flechas negras). (E) Tres semanas después de la nefrectomia, habia masy
mas areas de atrofia tubular (flechas negras) y un infiltrado inflamatorio intersticial
leve (asterisco). (F) Después de cuatro semanas de nefrectomia, areas extensas
del rifion fueron afectadas mostrando atrofia del epitelio tubular (flechas negras),
inflamacion intersticial con fibrosis leve. (G) La medicibn automatizada de la
morfometria mostro areas progresivas de lesion renal. Los datos son la media SEM,
n=4.*p<0,05, *p <0,01, ** p <0,001 frente a la prueba simulada de Dunnett.
Barra de escala = 100.

Para confirmar el desarrollo de CKD, evaluamos la GFR y los parametros
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hemodindmicos en el dia 7. La MAP aumenta (Figura 2A), mientras que la GFR
(Figura 2B), el RBF, (Figura 2C) y el RPF (Figura 2D) disminuyen en el grupo de
5/6Nx en el dia 7 que permanece hasta el dia 28. Curiosamente, la FF aumenta
ligeramente el dia 7 con respecto al grupo Sham (Figura 2E) probablemente como
resultado de la vasoconstriccion renal también observada en ese momento (Figura
2F). Sin embargo, le sigue la reduccién de FF en los dias 14 a 28 (Figura 2E).
Asimismo, hay un aumento de la RVR (Figura 2F) en los dias 7 a 28 en el grupo de
5/6Nx. Juntos, estos datos confirman que la 5/6Nx reduce significativamente la
funcion renal en el rifibn remanente, lo que finalmente conducira al desarrollo de
CKD en este modelo [134,135].
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Figura 2. Dafio renal crénico inducido por nefrectomia 5/6 (5/6Nx). Evaluaciéon
temporal de los pardmetros hemodinamicos: (A) presion arterial media (MAP), (B)
tasa de filtracion glomerular (GFR), (C) flujo sanguineo renal (RBF), (D) flujo
plasmatico renal (RPF), (E) filtracién fraccion (FF), (F) resistencia vascular renal
(RVR). Los datos son la media SEM, n = 4-8. * p <0,05, *** p <0,001 frente a Sham,
prueba de Dunnett. d = dias después de la cirugia de nefrectomia, Sham = grupo
de control de operacion simulada.

34



7.2 5/6Nx induce una disminucién permanente de la capacidad de fosforilaciéon
oxidativa (OXPHQOS) en la respiracién ligada a Cl y un desacoplamiento progresivo en
la B-oxidacién mitocondrial

Anteriormente demostramos, mediante respirometria de baja resolucién, que
después de 24 h de cirugia 5/6Nx, el riidbn remanente presenta una reduccion en el
estado 3 (S3) de respiracion y adenosina difosfato (ADP)/oxigeno (ADP/O), que
conduce a una reduccion del control respiratorio (RC) en la respiracion ligada al
complejo | (CI) [133]. Sin embargo, la respirometria de baja resolucion no pudo
detectar cambios en el grupo nefrectomizado en momentos posteriores [135], a
pesar del hecho de que numerosos estudios muestran que después de 4, 8, 12y 13
semanas, las ratas 5/6Nx tienen menor contenido de ATP y menor A¥Ym en
comparacion con ratas Sham, asi como pérdida de definicibn de crestas e
hinchazén mitocondrial [136-139], lo que sugiere que las alteraciones respiratorias
mitocondriales todavia estan presentes durante la progresion de la enfermedad. Por
lo tanto, utilizamos un protocolo de respirometria de alta resolucion para evaluar los
pardmetros respiratorios en la respiracion ligada a Cl en mitocondrias aisladas del
rifidn remanente (Figura 3A). El grupo 5/6Nx mostro una reduccion permanente en
S3 vy en los valores de capacidad asociada de OXPHOS (P) en todos los puntos de
tiempo evaluados (Figura 3B), lo que implica una reduccién en la produccion de ATP
mitocondrial por sustratos ligados a Cl con respecto a Sham. No se observaron
cambios en la respiracion S4o0 y en los valores de RC en sustratos unidos a Cl
(Figura 3B). La falta de cambio en S40 en la respiracion ligada a Cl implica que la
fuga de respiracion, procesos mitocondriales que consumen AWm sin contribuir a la
produccion de ATP [140], no se ven afectados significativamente en el intervalo de
tiempo evaluado, lo que explica el mantenimiento del acoplamiento mitocondrial en
la respiracion ligada a Cl (Figura 3B).
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Figura 3. ParAmetros respiratorios mitocondriales en la masa renal remanente. (A)
Representaciones esquematicas del protocolo utilizado para determinar los
parametros respiratorios. La linea roja corresponde a la tasa de consumo de
oxigeno (O2) del grupo Sham; mientras tanto, la linea purpura corresponde a la tasa
de consumo de O:2 del grupo de nefrectomia el dia 2. Luego, se usaron piruvato 5
mM, malato 2 mM y glutamato 10 mM como sustratos ligados a Cl y se utilizaron L-
carnitina 2 mM mas palmitoil-L-carnitina 2 M mas malato 2 mM (C/PC/M) como
sustratos ligados a B-oxidacion. Las flechas azules representan las adiciones. ADP=
difosfato de adenosina, Cl= complejo I, L= fuga de la respiracién, Mit= mitocondrias,
Rot= rotenona, Ant= antimicina A, ROX= respiracion residual no mitocondrial. (B)
Parametro respiratorio de la respiracion ligada a Cl: estado 3 (S3), estado 4 inducido
por oligomicina (S40), respiracion asociada a fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (P)
y control respiratorio (RC). Los datos son la media SEM, n = 4-6. ** p <0,01 frente a
Sham, prueba de Dunnett. (C) Parametro respiratorio de la respiracion ligada a la
B-oxidacion: S3, S40, Py RC. Los datos son la media SEM, n=4-6. * p <0,05, ** p
<0,01 y *** p <0,001 frente a Sham, prueba de Dunnett. d= dias después de la
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cirugia de nefrectomia, Sham= grupo de control de operacién simulada, 5/6Nx = 5/6
nefrectomia.

Por otro lado, la produccion de ATP mitocondrial en segmentos de alta demanda de
energia como PT es sostenida principalmente por la oxidacion de acidos grasos,
como el palmitato que representa ~25% del total de &cidos grasos en plasma [141].
Asimismo, el analisis proteémico y Western blot del rifion remanente en ratas 5/6Nx
muestra una reduccion en las proteinas relacionadas con la oxidacion de acidos
grasos el dia 28 [142] y recientemente informamos en un modelo de dafio renal
inducido por acido félico (FA), que el deterioro en la capacidad de OXPHOS y la
disminucion de la oxidacion favorecen la transicion de AKI a CKD [143]. Por lo tanto,
para evaluar si el deterioro mitocondrial observado esta relacionado con la
disfuncidon de oxidacion, evaluamos temporalmente los parametros respiratorios
alimentandolos con palmitato y utilizando respirometria de alta resolucion. Los
valores de S3 y P en la respiracion ligada a la B-oxidacion se reducen fuertemente
los dias 2 y 4 después de la cirugia y se restablece al dia 7 (Figura 3C). Sin
embargo, S4o0 también aumenta progresivamente, lo que induce la reduccion de RC
en todos los puntos de tiempo evaluados (Figura 3C). En conjunto, estos resultados
muestran una reduccion en la produccién de ATP mitocondrial relacionada con la
oxidacion en los puntos de tiempo tempranos (dias 2 y 4) en el grupo 5/6Nx y una
recuperacion el dia 7 que ocurre a expensas de un aumento en el desacoplamiento
mitocondrial, ya que las fugas respiratorias aumentan progresivamente. Finalmente,
para evaluar si existe una correlacion entre los cambios en los parametros
bioenergéticos en la respiracion ligada al Cl y las alteraciones hemodinamicas,
calculamos las correlaciones de Pearson. Curiosamente, la disminuciéon de S3
muestra una correlacion positiva con el RBF y el RPF, asi como una correlacion
negativa con el RVR, indicando que la reduccion del RBF y del RPF van de la mano
con la reduccién en la funcién bioenergética mitocondrial (Figura 4A). Asimismo, P,
cuyo valor indica indirectamente la sintesis de ATP mitocondrial, muestra un
comportamiento muy similar al de S3, con correlacién positiva con RBF y RPF y
correlacién negativa con RVR (Figura 4B).
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Figura 4. Correlaciones de Pearson entre cambios en parametros energéticos y
parametros hemodinamicos. Correlacion de Pearson entre la alteracion en el grupo
nefrectomizado en los parametros respiratorios en la respiracion compleja | (A)
estado 3 (S3) y (B) fosforilacion oxidativa (OXPHOS) - respiracion asociada (P), y
los cambios en los parametros hemodinamicos en dias 7, 14 y 28 después de la
cirugia. RBF =flujo sanguineo renal; RPF = flujo plasmatico renal; RVR = resistencia
vascular renal.

7.3 La disminucion de la capacidad de la fosforilacién oxidativa (OXPHOS) inducida
por 5/6Nx estd relacionada con la despolarizacion mitocondrial por la disminucion
de la actividad de Cl y ClII

Para determinar si la reduccion observada en la capacidad de OXPHOS (Figura 3B,
C) esta relacionada con cambios en la actividad de los componentes de OXPHOS,
se evalud la actividad de ATP sintasa. El grupo 5/6Nx muestra una reduccion
permanente en la actividad de la ATP sintasa (Figura 5A), junto con una reduccion
en AWm en S3 en todos los puntos de tiempo evaluados (Figura 5B), lo que
concuerda con la reduccién en los valores de P (Figura 3B). Ademas, el grupo 5/6Nx
muestra una reduccion permanente desde el dia 2 en la actividad de CI (Figura 5C)
y una disminucion en la actividad del complejo Il (Clll) los dias 7, 14 y 28 después
de la cirugia (Figura 5F). Sin embargo, no se encontraron cambios en los tiempos
evaluados en las actividades del complejo Il (Cll, Figura 5D) y del complejo IV (CIV,
Figura 5F) con respecto al grupo Sham. Esta falta de cambio en Cll y CIV también
se informd en el modelo de transicion de AKl a CKD inducida por FA [143], y se ha
relacionado con una mayor abundancia de residuos de cisteina en Cl y ClllI, lo que
hace que estos complejos sean mas susceptibles a estrés oxidativo [143,144-146].
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Ademas, nuestros resultados son congruentes con los informes de Lash et al. [147],
guienes observaron un ligero aumento en S3 en la respiracion ligada a Cll el dia 10
de la nefrectomia. Juntos, estos resultados implican que, en el riidén remanente, la
reduccion en la produccion de ATP mitocondrial se desencadena por la
despolarizacion de AWm, inducida por el deterioro de la actividad de Cly CIIl.

A) Actividad de ATP sintasa
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Figura 5. Cambios en los elementos del sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS)
y el potencial de membrana (AWm). (A) Actividad de adenosin trifosfato (ATP)
sintasa. (B) Cambio en AWYm en el estado 3 (S3) y AWm en el estado 4 inducido por
oligomicina (S40). (C) Complejo | (CI); (D) complejo 11 (CII); (E) complejo Il (ClI); y
(F) complejo IV (CIV). Los datos son la media SEM, n=4-7. * p <0,05, ** p <0,01 y
*** n <0,001 frente a Sham, prueba de Dunnett. d= dias después de la cirugia de
nefrectomia, Sham= grupo de control de operacion simulada; 5/6Nx= 5/6
nefrectomia.

7.4 El desacoplamiento mitocondrial inducido por 5/6Nx esta relacionado con un
estado pro-oxidativo en las mitocondrias

Demostramos previamente que a las 24 h después de la nefrectomia, la alteracién
en la respiracion ligada a Cl desencadena el aumento de la produccion de H20:2
mitocondrial y el estrés oxidativo [133]. Ademas, la disminucion de A¥Ym vy el
desacoplamiento a menudo desencadenan la sobreproduccion de ROS
mitocondriales [148,149]. Por lo tanto, evaluamos si las alteraciones bioenergéticas
estan relacionadas con una mayor produccion de ROS por parte de las
mitocondrias. 5/6Nx induce un aumento permanente en la produccion de H20:2
mitocondrial en S3 y S40 en todos los puntos de tiempo evaluados (Figura 6A).
Asimismo, la evaluacion de enzimas antioxidantes en mitocondrias muestra una
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reduccion en la actividad de la superoxido dismutasa de manganeso (MnSOD) los
dias 4y 7 (Figura 6B) y en la actividad de la GPx los dias 2, 4 y 28 con respecto al
grupo Sham (Figura 6C). No se encontraron cambios significativos en la actividad
de la GR en todos los puntos de tiempo evaluados (Figura 6D), lo que podria indicar
una susceptibilidad diferencial de las enzimas antioxidantes mitocondriales al estrés
oxidativo. Curiosamente, esto también se ha observado en el modelo de dafio renal
inducido por FA [146,29]. Sin embargo, aun son necesarios estudios mas profundos.
Juntos, estos datos muestran un aumento persistente del estrés oxidativo
mitocondrial en el riidbn remanente.
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Figura 6. Estrés oxidativo en mitocondrias de la masa renal remanente. (A) Tasas de
produccion de peroxido de hidrogeno (H202) en mitocondrias aisladas en estado 3
(S3) y estado 4 inducidas por oligomicina (S40). (B) Actividad de las enzimas
antioxidantes Mn superoxido dismutasa (MnSOD), glutation peroxidasa (GPx) y
glutation reductasa (GR) en mitocondrias aisladas. Los datos son la media SEM, n=
5-6. * p <0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001 vs. Sham. d= dias después de la cirugia de
nefrectomia, Sham= grupo de control de operacion simulada; 5/6Nx= 5/6
nefrectomia

7.5 Alteraciones temporales inducidas por 5/6Nx en la ultraestructura mitocondrial
La morfologia ultraestructural de las mitocondrias se evalla en las células epiteliales
de los tubulos contorneados proximales en los diferentes puntos de tiempo
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seleccionados. En comparacién con los animales control que muestran numerosas
y largas mitocondrias bien conformadas ubicadas en el area citoplasmatica basal
(Figura 7A), las células epiteliales tubulares en el dia 2 de la nefrectomia muestran
numerosas mitocondrias pequefias de forma redonda con borramiento de las
crestas, alternando con mitocondrias hinchadas de forma irregular mas grandes con
ruptura o borramiento de las crestas (Figura 7B). Existen numerosos lisosomas y
algunos de ellos estan adheridos a las mitocondrias, lo cual es sugerente de
mitofagia. En los dias 4 (Figura 7C) y 7 (Figura 7D) de la nefrectomia, estos cambios
ultraestructurales son mas acentuados, particularmente con la presencia de
numerosas mitocondrias pequefias con borramiento de crestas, lisosomas y
autofagosomas, asi como muchos ribosomas libres alrededor de las mitocondrias.
El dia 14 de la nefrectomia, hay muchas mitocondrias pequefias con borramiento
de las crestas, pero también son comunes las mitocondrias fusionadas (Figura 7E);
mientras que en el dia 28 de la nefrectomia, las mitocondrias fusionadas son mas
comunes, asi como grandes lisosomas y camulos de ribosomas libres (Figura 7F).
Por lo tanto, parece que en los dias 7 y 14 de la nefrectomia, hay un dafio
mitocondrial sustancial con actividad de fision activa y mitofagia, mientras que, al
mes de la nefrectomia, hay mas fusion mitocondrial, pero todavia hay muchas
mitocondrias pequefias y redondas con borramiento de las crestas y algunas
mitocondrias de forma normal con sintesis de proteinas aparentemente activa,
apoyadas por la existencia de numerosos ribosomas libres.
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Figura 7. Micrografias representativas de microscopia electrénica de mitocondrias de
células epiteliales tubulares en diferentes momentos. (A) Control Los rifiones de
animales simulados muestran una estructura mitocondrial normal. (B) En el dia 2 de
la nefrectomia, las mitocondrias muestran borramiento de las crestas y hay
numerosos lisosomas (L), una pequefia mitocondria redonda (asterisco) esta en
contacto con un lisosoma (mitofagia, flecha). (C) El dia 4 de la nefrectomia se
observan mitocondrias pequefias mas redondas (asteriscos), lisosomas vy
numerosos ribosomas libres (flecha). (D) Se observa un patron ultraestructural
similar en el dia 7 de la nefrectomia, algunas mitocondrias bien conservadas estan
rodeadas por numerosas mitocondrias pequefias y redondas con borramiento de
las crestas. (E) En el dia 14 de la nefrectomia, ademas de las pequefias
mitocondrias con borramiento de las crestas, también son frecuentes muchas
mitocondrias fusionadas (flechas) y lisosomas grandes. (F) En el dia 28 de la
nefrectomia, las mitocondrias fusionadas son mas comunes (asteriscos), asi como
las mitocondrias pequefias y redondas, ademas acumulaciéon de ribosomas libres
(flechas).

Segunda parte

7.6 Dafio en el rifidn
El modelo 5/6Nx induce el aumento de los marcadores de dafio renal clasico desde
las etapas iniciales y la alteracion permanente de la estructura y funcion del rifidn
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remanente [150, 151]. Para confirmar la presencia de dafio renal se evaluo el nivel
de las proteinas molécula de dafio renal 1 (KIM-1) y lipocalina asociada a la
gelatinasa de neutrofilos (NGAL), dos marcadores de dafio renal asociados
principalmente a lesién tubular, asi como los marcadores fibroticos molécula
profibrética del factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-1) y actina alfa del
musculo liso (a-SMA). Las proteinas KIM-1 y NGAL mostraron un aumento
progresivo del rifion remanente con el tiempo en el grupo de 5/6Nx en comparacion
con el grupo de control (Figura 8A, B), lo que confirma la progresién del deterioro
tubular. Ademés, TGF-B1 y a-SMA mostraron un aumento progresivo con el tiempo
después del dia 2, lo que indica el desarrollo de fibrosis.

La evaluacion histologica usando secciones tefiidas con H&E mostro una histologia
normal en animales simulados (Figura 8C-C1). Después de dos dias de reseccién
renal, las areas focales se distribuyeron aleatoriamente de tubulos contorneados
proximales caracterizados por epitelio atréfico aplanado (Figura 8C-C2); algunos
tubulos revisitados con células necréticas y cilindros hialinos en sus luces, rodeados
de un ligero infiltrado inflamatorio y edema, se observaron después de 1 (Figura 8C-
C3) y 2 (Figura 1C-C4) semanas de nefrectomia. Estas areas focales de atrofia
tubular aumentaron progresivamente en tamafio y namero. Asi, el dia 28 después
de la reseccion del rifion, habia areas extensas de atrofia tubular epitelial e
inflamacion cronica con fibrosis aterradora (Figura 8C-C5); arterias y arteriolas de
tamafio moderado presentaban engrosamiento de la pared muscular con reduccion
de sus luces y glomérulos con aumento de la matriz mesangial, asi como celularidad
y fibrosis leve. La determinacion morfométrica del dafio tubular confirmé estas
caracteristicas, mostrando dafio tubular progresivo (Figura 8C-CB6).
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Figura 8. Progresién temporal del dafio renal. (A) Western blots representativos de
marcadores de dafo renal y marcadores fibroticos. (B) Cuantificaciones de los
marcadores de dafio renal molécula de dafio renal 1 (KIM-1) y lipocalina asociada
a la gelatinasa de neutréfilos (NGAL), asi como la molécula profibrética del factor
de crecimiento transformante beta (TGF-B1) y la actina alfa del musculo liso (a-
SMA). Se utilizé B-actina como control de carga. Los datos son la media £ SEM, n
= 4. Prueba de Tukey. a = p < 0,05 frente a simulado, b = p < 0,05 frente a 2 dias, c
= p < 0,05 frente a 4 dias, d = p < 0,05 frente a 7 dias, e = p < 0,05 frente a 14 dias,
simulado = grupo de operacion / control simulado. (C) Micrografias representativas
de rifidn: (C1) Histologia renal normal de animal simulado. (C2) Después de 2 dias
de nefrectomia 5/6 (5 / 6Nx), habia tubulos proximales corticales ocasionales con
epitelio plano que corresponde a atrofia tubular (flechas). (C3) Después de 1
semana de nefrectomia, mas tubulos mostraron dafio extenso del epitelio (flechas).
(C4) Después de 2 semanas de reseccién renal, incluso mas tibulos muestran dafio
epitelial con cilindros hialinos en su luz (asteriscos). (C5) Después de 5/ 6Nx, habia
numerosos tubulos atréficos y dilatados (asteriscos), asi como un glomérulo con
hipercelularidad mesangial rodeado de infiltrado inflamatorio leve y fibrosis. (C6) La
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determinacién morfométrica del dafio tubular confirmé el dafio tubular progresivo en
comparacion con el grupo simulado / control (S). (Tincién H/E, todas las micrografias
200 aumentos, barra de aumento de escala = 50 pum).

7.7 5/6Nx induce la disminucion progresiva de la biogénesis mitocondrial
relacionada con el dafio tubular y la fibrosis

Para determinar si la reduccién en la produccion de ATP mitocondrial a lo largo de
la transicion de la CKD [150,152] estaba relacionada con cambios en el contenido
mitocondrial, determinamos el VDAC como marcador de masa mitocondrial en el
rion remanente en las diversas etapas de progresion. Como se muestra en la
Figura 9A, VDAC disminuy6 progresivamente con el tiempo en el grupo 5/6Nx, lo
gue sugiere una reducciéon de la masa mitocondrial en el riidn remanente. Ademas,
la evaluacion temporal del regulador primario de la biogénesis mitocondrial, el
coactivador gamma del receptor activado por proliferador de peroxisoma 1-alfa
(PGC-10a), también mostré una disminucion progresiva en el tiempo (Figura 9B), lo
gue desencadend una reduccion en sus factores descendentes factor respiratorio
nuclear 1 (NRF1) y factor respiratorio nuclear 2 (NRF2), asi como en el factor de
transcripcion mitocondrial A (TFAM), el principal factor de transcripcion del acido
desoxirribonucleico mitocondrial (MtDNA). Estos resultados sugirieron fuertemente
qgue el deterioro de la biogénesis mitocondrial desencadena una reduccion
progresiva de la masa mitocondrial en 5/6Nx. Ademas, los niveles de la carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT1) (Figura 9A) y el receptor alfa activado por proliferador
de peroxisoma (PPARa) (Figura 9B), los principales reguladores del metabolismo
de los &cidos grasos, también disminuyeron progresivamente con el tiempo, lo que
implica un deterioro progresivo de la B-oxidacién mitocondrial por la reduccioén de la
biogénesis mitocondrial.

Para evaluar si la reduccion progresiva de los marcadores de biogénesis
mitocondrial estaba relacionada con el dafio tubular (las secciones de nefrona con
mayor densidad mitocondrial), realizamos un andlisis de correlacion estadistica de
KIM-1, NGAL, TGF-B1 y a-SMA con PGC- Niveles de 1a, NRF1 o TFAM.
Curiosamente, la reduccién en los niveles de PGC-1a y NRF1 mostré una fuerte
correlacién con el aumento de los marcadores de dafio tubular (Figura 9C). Ademas,
el aumento de los marcadores fibréticos TGF-B1 y a-SMA también se correlaciono
negativamente con los niveles de marcadores de biogénesis mitocondrial (Figura
9C). Estos resultados sugirieron que la reduccion del contenido mitocondrial por
alteracion de la biogénesis mitocondrial promueve el dafio tubular y los procesos
fibroticos en este modelo.
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Figura 9. Disminucién progresiva de la biogénesis mitocondrial en masa renal
remanente. (A) Western blots y (B) cuantificacion de proteinas mitocondriales: canal
anionico dependiente de voltaje (VDAC), coactivador gamma del receptor activado
por proliferador de peroxisoma 1-alfa (PGC-1a), factor respiratorio nuclear 1 (NRF1)
y 2 (NRF2), factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM), carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT1) y receptor alfa activado por proliferador de peroxisoma
(PPARa). Se utilizé B-actina como control de carga. (C) Analisis de correlacion de
la molécula de dafio renal 1 (KIM-1), la lipocalina asociada a la gelatinasa de
neutréfilos (NGAL), la molécula profibrética del factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGF-B1) y la alfa actina del musculo liso (a-SMA) con PGC-1a, NRF1 o
TFAM. Los datos son la media + SEM, n = 4. Prueba de Tukey. a = p < 0,05 frente
a simulado, b = p < 0,05 frente a 2 dias, ¢ = p < 0,05 frente a 4 dias, d = p < 0,05
frente a 7 dias, e = p < 0,05 frente a 14 dias, 5 / 6Nx = 5/6 nefrectomia, d = dias
después de 5/ 6Nx, simulacro = operacion simulada / grupo de control.

7.8 5/6Nx induce el aumento de la fisién mitocondrial y la reduccion de la fusion
mitocondrial

La mitocondria es un organulo dindmico cuya distribucién, control de calidad y masa
dependen del equilibrio entre los procesos de fusion (fusion) y fisién (fragmentacion)
[153]. De hecho, en muchos modelos de dafio renal, el deterioro de la produccion
de ATP mitocondrial se ha relacionado con un desequilibrio en la dinamica
mitocondrial [155, 153, 156-158]. Anteriormente demostramos que, 24 h después
de 5/6Nx, hay un aumento en la localizacion de las proteinas de fusion MFN1 y
OPAL en las mitocondrias [152], junto con un aumento de la masa mitocondrial en
la seccion tubular proximal [152, 159], lo que sugiere un cambio a la fusién
mitocondrial en los primeros momentos después de 5/6Nx. Sin embargo, los
cambios en la dinamica mitocondrial a lo largo de la transicién de la CKD seguian
siendo poco conocidos. Por lo tanto, evaluamos los cambios en las proteinas de la
dindmica mitocondrial a lo largo del tiempo. Curiosamente, DRP1 mostré un
aumento solo a los 28 dias después de la cirugia, sin cambios significativos en los
niveles de FIS1 (Figura 10A, B). Por otro lado, las proteinas de fusion MFN2 y OPA1
disminuyeron en el grupo 5/6Nx, desde el dia 2 hasta el final del seguimiento (Figura
10A, B). El analisis ultraestructural mostré6 mitocondrias normales del grupo
simulado (Figura 11A); por el contrario, hubo un aumento progresivo en las
mitocondrias pequefias y redondas, lo que sugiere un cambio a la fisibn mitocondrial
(Figura 11B), después del dia 7 de 5/6Nx. Por lo tanto, estos resultados implican
gue el cambio de la dindAmica mitocondrial a la fision es un proceso posterior durante
la progresion de la CKD.
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Figura 10. Alteracién de la dinAmica mitocondrial en masa renal remanente. (A)
Western blots representativos de las proteinas de fision y fusion. (B) Cuantificacion
de las proteinas de fision: proteina similar a dinamina-1 (DRP1) y proteina de fision
mitocondrial 1 (FIS1). (C) Cuantificacién de las proteinas de fusion: mitofusina 1
(MFN1) y 2 (MFNZ2) y atrofia 6ptica 1 (OPA1). El canal aniénico dependiente del
voltaje (VDAC) se utilizé como control de carga. Los datos son la media + SEM, n =
4. Prueba de Tukey. a = p < 0,05 frente a simulacion, b = p < 0,05 frente a 2 dias, ¢
= p < 0,05 frente a 4 dias, 5/ 6Nx = 5/6 nefrectomia, d = dias después de 5 / 6NX,
simulacion = operacion simulada /grupo de control.
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Figura 11. Micrografias ultraestructurales representativas de células epiteliales de
tubulos contorneados proximales. (A) Aspecto normal de las areas citoplasmaticas
basales y leves de una célula tubular epitelial de un animal simulado, que muestra
mitocondrias largas (flechas) y lisosomas densos en electrones redondos (L). (B)
Después de 7 dias (d) de 5/ 6Nx, habia mitocondrias pequefias y redondas (flechas)
y grandes vacuolas citoplasméaticas limitadas por una doble membrana
correspondiente a autofagosomas (asterisco), que estaban cerca de mitocondrias y
lisosomas grandes (L). (C) Después de 28 dias de reseccion renal, estas vacuolas
citoplasmaticas de doble membrana (flecha) eran mas grandes y estaban
conectadas directamente a las mitocondrias (asteriscos). Barra de aumento de
escala = 500 nm.

7.9 5/6Nx induce alteraciones temporales en la autofagia en el rifidon remanente

La reduccién de la biogénesis mitocondrial también puede estar relacionada con la
eliminacion de las mitocondrias dafiadas por el proceso de mitofagia. Ademas, el
estudio ultraestructural de la seccién renal mostr6 un aumento progresivo del
namero de mitocondrias pequefias y redondas a partir del dia 7 (Figura 11B), por lo
gue algunas de ellas estaban incluidas o en contacto directo con grandes vacuolas
de doble membrana que correspondian a autofagosomas (mitofagia),
especialmente a los 28 dias (Figura 11C). Por tanto, estos resultados implican que
la degradacion mitocondrial por autofagia se induce en momentos posteriores a la
nefrectomia. Asi, se procedié a evaluar los cambios a lo largo del tiempo en los
niveles de las proteinas de mitofagia PINK y Parkin, dos proteinas de la via clasica
de la mitofagia. Aunque las imagenes de WB sugirieron que ambas proteinas se
redujeron en 5/6Nx en comparacion con el grupo Sham, esta reduccién no fue
significativa en ningln punto de tiempo evaluado (Figura 12A). Sin embargo, las
proteinas de macroautofagia p62 y las proteinas asociadas a microtibulos 1A/ 1B
de cadena ligera 3B | y Il (LC3B-I/ll) mostraron un aumento temporal en 5/6Nx
(Figura 12B), lo que sugiere induccion de autofagia. Congruentemente, la reduccion
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en la relacion LC3B-II/LC3B-I (Figura 12B) también sugiere un aumento en la
induccion del flujo de autofagia. Junto con el aumento observado en los cuerpos de
autofagicos en momentos posteriores (Figura 11C), estos hallazgos sugieren un
deterioro en el flujo de autofagia.
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Figura 12. Alteracion de marcadores de mitofagiay autofagia en masa remanente. (A)
Western blots y sus cuantificaciones de proteinas de mitofagia: quinasa 1 (PINK1)
inducida por homdlogo de fosfato y tensina (PTEN) y PARKIN en mitocondria
aislada. El canal aniénico dependiente del voltaje (VDAC) se utilizé como control de
carga. (B) Western blots y sus cuantificaciones de proteinas de autofagia: p62 y
proteinas asociadas a microtubulos 1A / 1B de cadena ligera 3B | y Il (LC3B-1/ 11).
Se utilizé B-actina como control de carga. Los datos son la media £+ SEM, n = 4.
Prueba de Tukey. a = p < 0,05 frente a simulado, b = p < 0,05 frente a 2 dias,c = p
< 0,05 frente a 4 dias, d = p < 0,05 frente a 7 dias, e = p < 0,05 frente a 14 dias, 5/
6Nx = 5/6 nefrectomia, d = dias después de 5/ 6Nx, simulacro = operacion simulada
/ grupo de control.
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8. Discusion

En los modelos de nefrectomia subtotal, las alteraciones hemodindmicas aparecen
inmediatamente después de la cirugia [160], lo que lleva a un aumento de la shGFR,
de la actividad de la ATPasa Na*'/ K* y del gasto energético [161]. La pérdida de
nefronas también desencadena un proceso de hipertrofia compensatoria en el rifidn
remanente, aumentando la sintesis de biomoléculas y factores de crecimiento
desde el comienzo de la nefrectomia [162-164]. Juntas, la hiperfiltracion y la
hipertrofia generan una demanda de energia excesiva en los primeros momentos,
especialmente en el PT, que puede inducir estrés en las fuentes de ATP,
especialmente en las mitocondrias [161,133,142]. Ademas, los cambios en la
perfusion renal y la oxigenacion pueden inducir cambios metabdlicos mitocondriales
[136-138,161,165,142,]. Ademas, la sobreactivacion posterior del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAAS) puede inducir un mayor dafio mitocondrial, como
la despolarizaciéon de AWm y el aumento de la produccion de ROS, que se ha
relacionado con la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato de hidrogeno (NADPH)
oxidasa y activacion nuclear de las vias NF-xB [166,167,168]. Esto esta de acuerdo
con nuestro informe anterior, donde mostramos que 24 h después de 5/6Nx, las
alteraciones bioenergéticas en las mitocondrias de la masa renal remanente
conducen a una reduccion en la produccion de ATP mitocondrial [133]. Aunque en
5/6NXx, las adaptaciones iniciales se desarrollan para compensar la reduccion de la
masa renal, con el tiempo son desadaptativas, produciendo un ciclo de deterioro
progresivo en el rifidn, que resulta en dafo estructural renal y progresion a CKD
[134,161]. En el presente estudio confirmamos la permanencia de la enfermedad
renal inducida por ablacion renal subtotal.

Como mostramos en la Figura 1A, B, el aumento de los marcadores clasicos de
dafio renal BUN y creatinina persiste a lo largo del tiempo en el grupo 5/6Nx.
Ademas, el dafo estructural de la nefrona en el riidn remanente y los procesos
fibréticos aumentan progresivamente con el tiempo (Figura 1C-G). De hecho, al
séptimo dia postoperatorio observamos cambios hemodinamicos caracteristicos de
la CKD, como el aumento de la PAM (Figura 2A), que se mantiene a lo largo del
tiempo. Curiosamente, la FF en el grupo de 5/6Nx aumentdé en este momento
(Figura 2E), lo que puede explicarse como parte de un mecanismo compensatorio
activado para compensar la pérdida de masa renal. Sin embargo, como muestra la
disminucion de la GFR, RBF y RPF (Figura 2B-D), el aumento compensatorio en el
dia 7 en la GFR no es suficiente para mantener la funcién renal.

Existe un consenso de que las mitocondrias no mantienen el suministro de ATP en

las nefronas remanentes [161,169,170]. La reduccién de la presion de perfusion
inducida por un aumento de la vasoconstriccibn es un mecanismo bien conocido
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gue induce la reduccion concomitante del ATP celular, alterando el metabolismo de
los nucleodtidos de adenina [171]. En el presente estudio, el RBF cae un 70% el dia
7 de 5/6Nx y permanece bajo los dias 14 y 28. Por el contrario, el RVR aumenta
aproximadamente 3 veces en todos los puntos de tiempo evaluados (Figura 2).
Ademas, observamos una correlacion positiva entre los 2 principales parametros
respiratorios asociados a la produccion de ATP, S3 y P, y los cambios en RBF
(Figura 4A, B). Aunque los valores de r todavia son bajos (Figura 4), lo que puede
estar asociado con el bajo numero de réplicas en los ensayos de respirometria. En
conjunto, estos hallazgos muestran que la lesion inicial reduce las concentraciones
renales de ATP y afecta la funcidén y estructura mitocondrial, como se muestra en el
estudio ultraestructural que exhibe fisibn mitocondrial, numerosas mitocondrias
pequefias y redondas con crestas y lisosomas que entran en contacto con
mitocondrias que denotan mitofagia, que se observa en todos los puntos temporales
estudiados con alguna fusién mitocondrial luego de dos semanas de reseccion renal
(Figura 7). Con el tiempo, es posible que el deterioro de la produccion de ATP
mitocondrial pueda afectar directamente el suministro de sangre renal. Ademas, se
ha demostrado que la lesion isquémica renal dafia permanentemente la
microvasculatura renal perpetuando la isquemia tisular [172], lo que probablemente
contribuya a un mayor dafio a la produccion de ATP mitocondrial.

Como mencionamos, actualmente, la literatura coincide en el hecho de que las
adaptaciones mitocondriales después de la nefrectomia no son suficientes para
mantener el suministro de ATP [161,169,170]. Sin embargo, el mecanismo y la
progresion de las alteraciones mitocondriales, especialmente en el intervalo de
tiempo entre el dia 1 y el dia 28, aun no esta claro [166]. La falta de cambio en los
parametros respiratorios reportados previamente durante este intervalo [135] puede
explicarse por la limitacion de resolucion de los protocolos clasicos de Oxygraph
usados en esos trabajos, donde la capacidad de OXPHOS (P) y el Estado 3 se
subestiman con frecuencia y S4 se sobreestima, evitando el discernimiento entre
cambios sutiles [140]. Por tanto, utilizamos respirometria de alta resolucién para
evaluar alteraciones bioenergéticas mitocondriales. Nuestros resultados muestran
que la caida en la produccién de ATP mitocondrial en la respiracion ligada a Cl se
debe a una reduccion en los valores de P y S3 (Figura 3B) en todos los puntos de
tiempo evaluados, lo que implica que el dafio mitocondrial temprano informado a las
24 h [133] se conserva a lo largo de la transicidon de la CKD. Esto esta de acuerdo
con la reduccion en las concentraciones de ATP y en las concentraciones de la
subunidad B de ATP sintasa en la corteza renal de ratas observada el dia 28 de
5/6Nx [138]. Nuestros resultados muestran que la reduccion de la capacidad de
OXPHOS mitocondrial (Figura 3B) es el resultado de una disminucion en AWYm en
el estado respiratorio S3 (Figura 5B), en el que el consumo de oxigeno se utiliza
predominantemente para la produccion de ATP. Por tanto, la AYm mas baja (Figura
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5B) da como resultado una actividad de ATP sintasa mas baja (Figura 5A). Esta
reduccion en AWm puede atribuirse a la reduccion de la actividad de Cl observada
desde el dia 2 (Figura 5C), pero también a la disminucion posterior en la actividad
de CIll observada desde el dia 7 (Figura 5E), lo que implica que el deterioro de CI
precede al deterioro de CIIl. Curiosamente, este fendmeno también se observo en
el modelo de transicion de IRA a CKD inducida por la administracién de FA [143] y
puede asociarse con una mayor susceptibilidad de Cl a sufrir modificaciones
postranscripcionales inducidas por estrés oxidativo [144-146]. Ademas, estos datos
concuerdan con la disminucién de las actividades de Cl y CllI, y los niveles mas
bajos de subunidad B de ATP sintasa y subunidad de NADH deshidrogenasa-
ubiquinona 1 subcomplejo beta subunidad 8 (NDUFB8) CI detectados el dia 56 en
ratas 5/6Nx [139]. De hecho, varios grupos informaron en grupos de 5/6Nx que
después del dia 28, la reduccion de la biogénesis mitocondrial desencadena una
disminucion de la actividad de CI [136,137,139,142,173]. Sin embargo, en los
primeros momentos, es decir, en los dias 1, 10 y 14 de la nefrectomia, los estudios
no encontraron un aumento en el MtDNA, en el acido ribonucleico mitocondrial
(mtRNA), en los niveles de subunidades de los complejos mitocondriales o en los
niveles de transportadores [136,137,139,142,173], lo que puede sugerir que la
reduccion de las actividades de los complejos observados (Figura 5C, E) no esta
relacionada con la reduccion de la biogénesis mitocondrial en la etapa temprana.

Por otro lado, en este trabajo reportamos por primera vez en 5/6Nx, una reduccién
en los parametros respiratorios S3y P, y en la B-oxidacion de acidos grasos en los
dias 2 y 4 (Figura 3C), mostrando que la produccion de ATP por la B-oxidacion
también se reduce en los primeros momentos de este modelo. Esto es
particularmente importante porque estudios recientes sugieren que el deterioro de
las proteinas de oxidacién mitocondrial parece ser una patologia comun en la CKD
[174,175,142]. De hecho, en el dafo renal inducido por FA, el deterioro de la B-
oxidacion de FA mitocondrial es un mecanismo temprano que promueve la
transicion a la CKD y el aumento de los procesos fibroticos [143,176]. En
concordancia, nuestros resultados muestran que el deterioro de la oxidacién (Figura
3C) precede a la acumulacién de colageno en el rifion remanente (Figura 1D-F).
Ademas, los sustratos ligados a la oxidacion muestran una disminucion progresiva
en el acoplamiento mitocondrial (Figura 3C), lo que explica parcialmente el aumento
en la produccion de H202 mitocondrial observado a lo largo del intervalo de tiempo
evaluado (Figura 6A). Esto, junto con la reduccién de los niveles de enzimas
antioxidantes en las mitocondrias (Figura 6B, C), implica un estado pro-oxidativo
permanente en estos organulos del riidn remanente. De hecho, en el dia 10 de
5/6Nx, la disminucién de la actividad de la aconitasa (un indicador de estrés
oxidativo mitocondrial) y el aumento de los niveles de 4-hidroxi-2-nonenal, se han
informado previamente [177]. Las mitocondrias también son mas susceptibles a ser
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dafadas por oxidantes externos [147], lo que confirma un desequilibrio mitocondrial
redox en los primeros momentos después de la ablacion renal. Ademas, informes
recientes muestran que un estado pro-oxidante mitocondrial crénico persiste a largo
plazo en ratas 5/6Nx, como lo sugieren los niveles elevados del marcador de
lipoperoxidacion malondialdehido (MDA), los niveles disminuidos de GSH y la
actividad reducida de MnSOD vy los niveles de proteina en los dias 56, 84 y 91 de
nefrectomia [136-139,177]. Ademas, el estrés oxidativo mitocondrial en una etapa
cronica induce fuertemente los procesos inflamatorios y fibréticos que conducen a
la CKD en este modelo [133,137,178]. Una consecuencia deletérea adicional de una
reduccion de la B-oxidacién de FA es la acumulacion de lipidos intrarrenales que
causan lipotoxicidad, un mecanismo que es perjudicial para la funcion renal [179].

Como se presenta en la Figura 13A, los cambios patoldgicos observados en el rifidén
remanente se pueden dividir en dos periodos de tiempo para su analisis: (1) aquellos
gue son observables desde épocas tempranas, como las alteraciones
hemodindmicas que aparecen inmediatamente después de la pérdida de masa
renal, incluyendo el aumento de RVR y presion de los capilares glomerulares, asi
como la disminucién del RBF. Estas alteraciones pueden estar estrechamente
relacionadas con el dafio mitocondrial, especialmente con el deterioro de la
capacidad y oxidacion de OXPHOS, que persisten y son progresivos a lo largo de
la evolucion de la enfermedad y consisten en areas focales de atrofia tubular e
inflamacion intersticial. En tanto, (2) las segundas aparecen en épocas posteriores
y estan relacionadas con el desarrollo de CKD, como el aumento de la MAP vy el
aumento de la inflamacion intersticial con fibrosis, el engrosamiento de la capa
muscular de las arteriolas y el aumento del ensanchamiento mesangial. Como
presentamos en un esquema integrador de alteraciones mitocondriales (Figura
13B), desde tiempos tempranos, 5/6Nx induce la disminucion de la actividad de CI
y beta oxidacion mitocondrial. Estos cambios y la posterior disminucion de la
actividad de CIll desencadenan una reduccion permanente de AWm, favoreciendo
la reduccion de la actividad de la ATP sintasay, por tanto, de la produccion de ATP.
Como se puede observar por la reduccion de los valores de S3 y P en la respiracion
ligada a Cl, que se correlacionan con la disminucién de RBF y RPF y con el aumento
de RVR, cambios hemodinamicos que estan estrechamente relacionados con el
desarrollo de CKD en este modelo. Por otro lado, las deficiencias en las actividades
de los complejos y en la oxidacion también favorecen el aumento del
desacoplamiento mitocondrial y del S40, mejorando la fuga de la respiracion y la
produccion de H202 mitocondrial. Por tanto, nuestros resultados pueden sugerir que
el aumento renal de ROS y el estrés oxidativo, junto con el deterioro de la oxidacion,
pueden contribuir al desarrollo de la fibrosis renal y la progresion de la CKD en este
modelo.
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Figura 13. (A) Evolucién temporal del cambio patoldégico observado en rifidn
remanente tras nefrectomia 5/6 (5/6Nx). Para facilitar el andlisis, se pueden identificar
dos etapas, una etapa temprana (desde las primeras horas y hasta el dia 7) y una
etapa tardia (dias 7 a 28). Las barras rojas representan un aumento en los valores
de los respectivos pardmetros, mientras que las barras verdes representan una
disminucion. (B) Esquema integrador de los cambios patoldgicos mitocondriales y
su contribucion al desarrollo de CKD en el modelo 5/6Nx. La flecha de linea continua

hacia arriba (1) indica un aumento en el parametro correspondiente. Las flechas de

linea continua hacia abajo (!) indican una disminucion en el pardmetro

correspondiente. La flecha de puntos indica las relaciones propuestas entre los
cambios observados. BUN= nitrégeno ureico en sangre; Cl= complejo mitocondrial
I; Cll= complejo mitocondrial II; Clll= complejo mitocondrial IlIl; CIV= complejo
mitocondrial IV; Cyt c= citocromo c¢; GFR= tasa de filtracion glomerular; H202=
peroxido de hidrégeno mitocondrial; Q= quinona; P= respiracibn asociada a
fosforilacion oxidativa; S3= estado respiratorio 3; S4o0= estado respiratorio 4
inducido por oligomicina; RBF= flujo sanguineo renal; RPF= flujo plasmético renal;
RVR= resistencia vascular renal; MAP= presion arterial media; DYm= potencial de
membrana mitocondrial.

Aunqgue la dramatica reduccién de nefronas en poco tiempo producida por modelos
de ablacién renal, como 5/6Nx, es poco frecuente en pacientes, este tipo de modelo
es el més utilizado para caracterizar la progresion de la CKD, porque imita muchos
procesos patoldgicos observados en la contraparte humana [161,180]. Ademas,
muchos mecanismos implicados en la progresion de la CKD en este modelo también
se encuentran en pacientes, tanto en contextos diabéticos como no diabéticos
[134,161]. Aunque estos hechos hacen que 5/6Nx sea una herramienta poderosa
para estudiar la progresion de la CKD, este modelo también posee limitaciones; por
ejemplo, los polimorfismos genéticos en animales y su género podrian afectar la
susceptibilidad a 5/6Nx. De hecho, los ratones 129/Sv, las ratas Wistar y las ratas
hembra son mas susceptibles al dafio renal que los ratones C57BL5, las ratas
Sprague-Dawley y las ratas macho [181]. Ademas, las agresiones patoldgicas
implicadas en la génesis del dafio renal pueden afectar el mecanismo implicado en
la evolucion de la CKD, como en el caso de la diabetes, enfermedades autoinmunes,
tumores, por nombrar algunos [161,180,182]. Por lo tanto, los resultados que
presentamos en este trabajo deben tomarse con precaucion si se van a extrapolar
a otros modelos de dafio renal. Sin embargo, la evidencia creciente sugiere que las
alteraciones mitocondriales renales participan en la progresion de varios tipos de
CKD tanto en contextos diabéticos como no diabéticos [161,166, 177,183-186].

El presente trabajo también puede sugerir que la terapia de enfoque mitocondrial y
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especialmente el uso de compuestos dirigidos a las mitocondrias puede prevenir o
retrasar la progresion de la CKD. De hecho, como mostramos en la Figura 13,
nuestros resultados muestran que tanto la disfuncion de CI-CIll como el deterioro
de la oxidacién serian la principal diana molecular terapéutica en las mitocondrias,
ya que su preservacion funcional evitaria alteraciones mitocondriales posteriores en
el modelo 5/6Nx. Aunque el modelo 5/6Nx no cubre completamente el amplio
espectro de patologias incluidas en la CKD, otros modelos de progresion de la CKD,
como el inducido por el FA [143], también muestran una reduccion en la capacidad
de OXPHOS relacionada con CI-Clll y deterioro de la oxidacion. Ademas, en este
modelo, la conservacion en tiempos tempranos de las actividades de los complejos
por la N-acetilcisteina previene el deterioro de la oxidacion y la posterior transicion
de AKI a CKD [143]. Aunque la correlacion de la informacién obtenida en los
modelos experimentales con los datos clinicos de los pacientes con CKD es todavia
escasa [187], recientemente se ha descrito la desregulacion de la oxidacion en los
pacientes [176,188] y su regulacién a la baja se relacion6 con la progresion de la
CKD por procesos fibréticos [176]. Juntos, estos trabajos y nuestros resultados
pueden sugerir que los complejos mitocondriales y la terapia de diana de oxidacion
pueden potencialmente prevenir la progresion del dafio renal en multiples tipos de
CKD. De hecho, en el modelo 5/ 6NXx, las terapias de dianas mitocondriales como la
administracion de Mito-TEMPO [189], carnitina [190] y resveratrol [138],
antioxidantes capaces de inducir la biogénesis mitocondrial, pueden prevenir la
progresion de la CKD. Sin embargo, aun son necesarios estudios mas profundos y
protocolos clinicos mejorados para confirmar esta hipotesis, con especial interés en
las moléculas enfocadas en prevenir la pérdida de las actividades del complejo
mitocondrial en las primeras etapas del dafio renal.

Como mencionamos anteriormente, la reduccion de la masa renal en 5/6Nx
desencadena varias adaptaciones en las nefronas remanentes para mantener la
funcién renal [191]. Entre ellos, los aumentos de la GFR de una sola nefrona, de la
reabsorcion de solutos y de los procesos biosintéticos relacionados con la hipertrofia
generan un aumento de la demanda de ATP, especialmente en los segmentos
tubulares [192,193]. Sin embargo, las adaptaciones mitocondriales después de
5/6Nx no son suficientes para mantener el suministro de ATP en condiciones de
estrés energético [191,194,195]. Un entorno energético tan desfavorable conduce
al deterioro de las mitocondrias, que se caracteriza por una reduccion de la
capacidad de OXPHOS, por una disminucion de la actividad del complejo
respiratorio | (Cl) en la etapa temprana [152] y por una disminucion del complejo
respiratorio Il (CIIl). actividad en la ultima etapa, junto con la reduccion de la B-
oxidacion mitocondrial, especialmente en el intervalo de tiempo entre 2 dias y 28
dias después de la ablacién renal subtotal [150]. Sin embargo, en el momento mas
temprano (1 dia) después de 5/6Nx, estas alteraciones mitocondriales no estan
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relacionadas con los niveles de proteina mitocondrial [150]. Sin embargo, en
momentos mas avanzados de la enfermedad, no se puede excluir la participacion
de los procesos que coordinan el recambio mitocondrial (biogénesis mitocondrial y
remocién mitocondrial), especialmente porque la bioenergética mitocondrial esta
estrechamente coordinada con el recambio y la dinamica mitocondrial, favoreciendo
cambios especificos en estos. procesos dependientes de las demandas energéticas
[196-198]. Sin embargo, el desarrollo de la biogénesis mitocondrial y los cambios
en la dinamica no esta claro en el intervalo de tiempo entre el dia 2 y el dia 28
después de la ablacion renal subtotal [154].

Nuestros resultados mostraron que, en este intervalo, hay una reduccidn progresiva
de los genes de biogénesis mitocondrial en el rifion remanente (Figura 9). De hecho,
ademas de las alteraciones bioenergéticas mitocondriales, se ha informado de un
aumento temprano en el volumen mitocondrial por célula a partir del dia 1 y
persistiendo hasta el dia 14 [152,159], sin un aumento en el MtDNA o en la
expresion de genes mitocondriales codificadas en el nucleo (con excepcion de los
transportadores de glutation) [152,159,199,200]. Esto es congruente con nuestros
resultados, en los que observamos una reduccién en los niveles de PGC-1a, NRF1,
NRF2 y TFAM (Figura 9B), lo que implica la regulacion a la baja de la maquinaria
de biogénesis mitocondrial a lo largo del tiempo. Esta reduccion aparecio despues
del dia 2 y fue progresiva con el tiempo (Figura 9B), provocando una disminucion
en las proteinas VDAC desde el dia 4 al dia 28 (Figura 9A). De acuerdo con estos
datos, los andlisis proteémicos de la corteza renal de ratas 5/6Nx en el dia 28
mostraron una regulacion a la baja de las proteinas mitocondriales:
acetildeshidrogenasa de cadena media (MCAD), fosfoglicerato quinasa 1 (PGK-1),
proteina 75 regulada por glucosa. (GRP-75), NDUFB8 y citocromo c oxidasa
subunidades | (COXI) y IV (COXIV) [201]. Adema&s, también se detectaron niveles
mas bajos de la subunidad 3 de ATP sintasa, COXl y NDUFB8 8 semanas después
de la cirugia en ratas 5/6Nx [202]. Otros también informaron que aparece una
reduccion en la biogénesis mitocondrial después del deterioro de la bioenergética
[152]. Sin embargo, la reduccién de la biogénesis mitocondrial comienza a partir del
dia 2, lo que lleva a una reduccién posterior de las proteinas mitocondriales de
OXPHOS y de la B-oxidacion a las 4 semanas después de la cirugia [201,202].
Anteriormente informamos que la B-oxidacién mitocondrial estaba alterada en el
riion remanente ya en el dia 2 con una reduccion en la produccion de ATP [150];
esta observacion esté de acuerdo con una reduccion en los niveles de CPT1 (Figura
2A) y PPARa (Figura 9B), informada en el presente estudio.

Algunos autores demostraron que, de 12 a 13 semanas después de 5/6Nx, hay una

disminucion significativa del mtDNA en el riidn remanente, asociada con una
alteracion de la biogénesis inducida por el aumento del nivel de TGF-B1 [203,204].
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Esto es particularmente interesante porque la reduccion en la expresion de genes
de B-oxidacion de acidos grasos precedio al aumento de procesos fibroticos en otros
modelos de CKD [205,206]. De hecho, recientemente se demostrd que la reduccién
de las proteinas de B-oxidacion de &cidos grasos por si sola es suficiente para
reprogramar las células epiteliales tubulares en un fenotipo profibrético a través de
la via TGF-B1 [205]. De acuerdo, nuestros resultados mostraron una correlacion
positiva entre la reduccion en NRF1 y PGC-1a (Figura 9B) y un aumento en las
proteinas de dafio tubular KIM-1 y NGAL (Figura 8A, B), lo que implica que una
reduccién en la biogénesis mitocondrial puede ser un desencadenante esencial de
la reprogramacién tubular al fenotipo fibrético en el modelo 5/6Nx.

En varios modelos de dafio renal, se ha informado que la mitofagia mediada por
PINK-Parkin es el principal mecanismo involucrado en la eliminacion de las
mitocondrias dafadas [207-209]. Sin embargo, en los periodos evaluados en este
estudio, no observamos cambios significativos en los niveles de Parkin y PINK. en
mitocondrias aisladas de rifiones remanentes (Figura 5A). Por el contrario, los
marcadores de macroautofagia p62, LC3B-1 y LC3B-Il aumentaron progresivamente
con el tiempo (Figura 12B), lo que implica la induccion de autofagia. Ademas, la
microscopia electrénica mostro, en el dia 28, evidencia sustancial de autofagia y
mitocondrias cerca de los cuerpos de autofagia (Figura 11C), lo que sugiere que
este mecanismo estaria principalmente presente mas adelante. Sin embargo, ain
son necesarios estudios mas profundos para determinar la participacion de estos
mecanismos en la reduccion de la masa mitocondrial después de la nefrectomia,
como la evaluacion de marcadores de autofagia PINK-Parkin-independientes a lo
largo del tiempo.

Nuestros resultados también mostraron un cambio progresivo de la dindmica
mitocondrial de la fusién a la fisién (Figura 10). En el dia 1, después de 5/6Nx, el
aumento de las proteinas MFN1 y OPAL y la disminucion de los niveles de FIS1 y
DRP1 en las mitocondrias conducen a un tamafio mitocondrial mas grande en el
tubulo proximal [152]. El analisis morfométrico en esta seccidon confirmé este
aumento del volumen mitocondrial, alcanzando su maximo el dia 14 (66% en
comparacién con el control) [159]. También notamos en este momento que el
MtDNA no aumenté y que la biogénesis mitocondrial se redujo (Figura 9). Otros
autores también concluyeron que las mitocondrias sufrieron hipertrofia patoldgica
(aumento de tamafio) en lugar de proliferacién [159,210]. Sin embargo, esta
tendencia cambia junto con la progresiéon de la CKD; De hecho, nuestros resultados
mostraron que DRP1 aumento 28 dias después de la cirugia (Figura 10A, B) y las
proteinas de fusion MFN2 y OPA1 comenzaron a aumentar desde el dia 2 (Figura
10A, C), mientras que la fragmentacion mitocondrial se observé por microscopia
electronica después del dia 7 (Figura 11). En conjunto, estos datos sugieren el
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cambio gradual y lento a la fisibn mitocondrial. De acuerdo con otros, informamos
de un aumento en la fragmentacién mitocondrial en el dia 28 [150,211] sin cambios
en el mtDNA. Esta tendencia persistio incluso 8 semanas después de la cirugia
[202]. Por lo tanto, nuestros datos sugieren que, en el rifibn remanente, el intervalo
del dia 2 al dia 28 llevé a un cambio de la fusiébn mitocondrial a la fisién en este
modelo (Figuras 10 y 11).

Integramos los resultados en el diagrama de la Figura 14, en el que mostramos la
progresion temporal de los cambios en la biogénesis y dinamica mitocondrial en el
intervalo de tiempo entre el dia 2 y el dia 28 tras 5/6Nx, asi como su relacion con la
progresion de dafio renal. Teniendo en cuenta los datos obtenidos en este
manuscrito, las mitocondrias pueden ser un objetivo eficaz para atenuar el dafio
renal. La terapia dirigida a las mitocondrias ayudaria a mantener la homeostasis
mitocondrial y, por lo tanto, a prevenir el desarrollo de CKD, como se sugirié
anteriormente [212,213].
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Figura 14. Evolucién de la biogénesis mitocondrial y cambios de dindmica en el
intervalo de tiempo entre el dia 2 y el dia 28 después de la nefrectomia 5/6 (5/6Nx). En
este intervalo, hay una reduccién progresiva en los niveles de coactivador 1-alfa del
receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma (PGC-1a), receptor alfa
activado por proliferador de peroxisoma (PPARa), factor respiratorio nuclear 1
(NRF1) y 2 (NRF2).) y el factor de transcripciéon mitocondrial A (TFAM), que implica
la regulacién a la baja de la maquinaria de biogénesis mitocondrial a lo largo del
tiempo. Esta reduccion aparece a partir del dia 2 y es progresiva en el tiempo,
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desencadenando la disminucién de proteinas mitocondriales como el canal aniénico
dependiente de voltaje (VDAC) y la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1) desde el
dia 2 al dia 28. Existe una correlacion positiva entre la reduccion en factores de
biogénesis mitocondrial con el aumento de las proteinas de dafio tubular molécula
de dafo renal 1 (KIM-1) y lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos (NGAL) y
factor de crecimiento transformante de molécula profibrética beta (TGF-B), lo que
implica que la biogénesis mitocondrial reducida puede ser un desencadenante clave
de la reprogramacion tubular al fenotipo fibrotico en el modelo de nefrectomia 5/6.
Ademas, también se muestra un cambio lento y gradual en la dinAmica mitocondrial
de la fusion a la fision. Esta tendencia se inicié con la reduccion el dia 2 posterior a
la nefrectomia en las proteinas de fusion mitofusina 2 (MFN2) y atrofia éptica 1
(OPA1), favoreciendo la fragmentacion mitocondrial observada a partir de los 7 dias
y contindia con los aumentos de DRP1. a los 28 d después de la cirugia. Ademas,
los marcadores de macro-autofagia, la proteina de unidén a ubiquitina p62 y las
proteinas asociadas a microtubulos 1A / 1B de cadena ligera 3B | y Il (LC3B-I / II)
aumentaron progresivamente con el tiempo, lo que implica la induccion de autofagia.
Este mecanismo estaria presente principalmente en épocas cronicas.

9. Conclusiones

e La ablacion renal subtotal desencadena cambios hemodinamicos tempranos
gue conducen a un estado patologico en la respiracion ligada a ClI
mitocondrial en el rifibn remanente.

e Este estado patoldgico se caracteriza por una reduccion de la capacidad de
OXPHOS, por una disminucién de la actividad de los Cl en la etapa temprana;
y en la etapa posterior, por una disminucion de la actividad de CIII.

e Estos cambios patologicos contribuyen al deterioro de la produccion de ATP
mitocondrial y la B-oxidacion, favoreciendo la progresion de la CKD en este

modelo.

e Estos efectos, junto con las alteraciones de la oxidacién mitocondrial
(desacoplamiento mitocondrial), persisten en el tiempo.

¢ El modelo de 5/6Nx induce una reduccién progresiva de la masa mitocondrial
a través de una disminucion de la biogénesis mitocondrial,

e El modelo de 5/6Nx induce un cambio lento de la fisibn mitocondrial a la
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fusion en el rindbn remanente.
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