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Resumen

La lesion renal o insuficiencia renal (IR) se desarrolla cuando existe una interrupcion
en las funciones reguladoras y excretoras renales debido a una obstruccién del flujo
urinario, exposicion a agentes toxicos, vejez entre otros, lo que genera una
disminucién de la tasa de filtracion glomerular (TFG). Las especies reactivas de
oxigeno (ERO) tienen un papel importante en el desarrollo de la insuficiencia renal
ya que pueden generar estrés oxidante. Para estudiar los diferentes mecanismos
involucrados en el desarrollo de la lesién renal aguda o insuficiencia renal aguda
(IRA) se utilizan diferentes modelos experimentales tanto in vivo como in vitro. Entre
los modelos in vivo se encuentran los modelos de IRA inducidos con &cido folico
(AF) o cisplatino (CP) en ratas. El primero de ellos consiste en administrar una
sobredosis de AF via intraperitoneal a los animales de estudio y asi provocar un
dafio en los conductos renales que resulta en una rapida disminucion de la TFG,
apoptosis, entre otras. El modelo de dafio renal inducido por CP consiste en
administrar una dosis elevada de este compuesto via intraperitoneal provocando
muerte de las células de los tubulos renales, disfuncion mitocondrial, entre otras. En
ambos modelos experimentales, uno de los mecanismos de dafio es el estrés
oxidante, el cual, esta relacionado con el estrés de reticulo endoplasmico (RE). El
estrés de RE es generado también por otras anomalias como la acumulacién de
proteinas mal plegadas, lo que da lugar a la pérdida de sus funciones. Por ello, se
busca conocer y comprender los mecanismos que relacionan el estrés del RE con

el estrés oxidante y como se involucran en la IRA inducida por AF y CP en ratas.

En ambos modelos se analizaron los niveles de creatinina sérica (sCr) y nitrdgeno
ureico en sangre (BUN), expresion de proteinas involucradas en la respuesta a
proteina mal plegada (UPR) y la actividad enzimatica de la glutation reductasa (GR),
catalasa (CAT) y glutation S-transferasa (GST). Por ultimo, se hicieron correlaciones
estadisticas para investigar la relacion entre la lesion renal, el estrés de RE y el

estrés oxidante.
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Se encontrd6 que ambos modelos presentaron niveles elevados de sCr y BUN.
Ambos modelos no presentaron cambios en la expresion de la GRP78, tuvieron un
aumento significativo en la expresion de la GRP94 y una disminucion en la
expresion proteica de ATF4. El modelo de CP fue el que presentd una mayor
expresion de los ARNm de los marcadores de estrés de RE, mientras que no se
encontraron cambios en el modelo de AF. Las enzimas antioxidantes presentaron
una menor actividad en los dos modelos a excepcion de GST que solo se observé
en el modelo de AF. En cuanto a las correlaciones se observo lo siguiente: (1) el
modelo de CP presentd correlaciones significativas entre el dafio renal y los ARNm
de GRP78, CHOP y XBP1, mientras que estas no fueron significativas en el modelo
de AF; (2) en ambos modelos se encontrd una correlacion significativa (P<0.05)
entre la lesion renal y el estrés oxidante y (3) el modelo de AF no presenté una
correlacion significativa entre el estrés de RE y el estrés oxidante a excepcién de la
CAT con GRP78, pero el modelo de CP si presento correlacion significativa (P<0.05)
entre la actividad de la GR y los ARNm de GRP78, CHOP, XBP1 e IREla, y la
actividad de la CAT y los ARNm de GRP78, PERK y XBP1.

Se concluye que la via de estrés de RE es una via muy dindmica que depende del
entorno celular y puede ser en respuesta al grado de lesion provocada en los

diferentes modelos estudiados en este proyecto.
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1. Introduccion

1.1 Rifion

El rifidn es el 6rgano principal que mantiene la cantidad y composicion del liquido
extracelular por sus funciones de excrecion, metabolismo y provision de sustancias
endocrinas (Curthoys y Moe, 2013). El rifion ayuda a preservar la homeostasis
interna y un estado constante de equilibrio manteniendo la cantidad y composicion
del liquido extracelular, gracias a sus funciones de excrecion, metabdlicas y

hormonales (Thurau y Boylan, 1976; Curthoys y Moe, 2013).

Algo muy importante para la homeostasis celular interna es el mantenimiento del
pH, ya que éste dicta el estado de carga de las proteinas, lo que interviene en sus
funciones conformacionales, enzimaticas y transportadoras. El riidbn entonces tiene
mecanismos para regular el equilibrio acido-base. Si existe una alcalosis, por
ejemplo, secreta bicarbonato o si hay una acidosis, aumenta la expresion de los
transportadores de H* y Na* (Hoenig y Zeidel, 2014).

Los rifiones son dos érganos retroperitoneales pares localizados a nivel de la
cavidad abdominal en posicion dorsal. La estructura general del rifién esté dividida
en dos zonas, una externa denominada corteza y otra interna denominada médula
(Figura 1) (Escaso et al., 2010; Nielsen et al., 2012).

La nefrona es la unidad estructural del rifién y esta formada por dos componentes:
el corpusculo renal o de Malpighi y el tabulo renal (Figura 1A). El corpusculo renal
contiene las unidades vasculares y epiteliales del glomérulo renal, el cual se
encuentra dentro de la capsula de Bowman, y los tabulos renales. (Sherwood, 2011;
Vélez et al., 2012).
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Figura 1. A) Corte transversal del rifidn y un acercamiento a la nefrona (Escaso et
al., 2010); B) Glomérulo renal (kidneypathology.com, consultado en septiembre
2022)

El glomérulo tiene tres tipos celulares diferentes: el primer tipo celular del filtro
glomerular es un endotelio fenestrado cubierto por una glucocalix que cubre el
aspecto luminal del capilar y permite la filtracion. El segundo tipo celular del filtro es
la membrana basal glomerular (GBM) que contiene varias proteinas extracelulares
como el colageno tipo IV, laminas, fibronectinas y proteoglicanos. Por ultimo, las
células mesangiales contribuyen también a la integridad glomerular y a la dinamica
de filtracién (Figura 1B). Es asi como se forma el filtrado glomerular primario que
posteriormente se modificara durante su transito a través de los tubulos renales

(Pollak et al., 2014). El sistema glomerular y tubular deben estar en constante

14



comunicacién ya que existe una capacidad limitada para reabsorber el filtrado y por
ello la cantidad de filtrado acumulado se debe ajustar a esta capacidad (Gonzalez-
Enders, 1997; Pollak et al., 2014).

Los tubulos renales entonces son un sistema que comprende: el tabulo proximal, el
asa de Henle y el tubulo distal (Figura 1). Cada uno tiene caracteristicas
morfolégicas diferentes para realizar funciones especificas (Sherwood, 2011; Vélez
et al., 2012). El tubulo proximal es el primer segmento de la nefrona después del
glomérulo y es donde comienza la reabsorcion dirigida por las células tubulares. La
pared tubular se interpone entre el sitio de filtracién y de absorcion, lo que refina el
proceso de reabsorcion y permite un grado de selectividad en la excrecion de
solutos. La sal, el agua, la glucosa, los aminoacidos (aa’s) y los aniones como el
fosfato y el citrato se reabsorben, mientras que la creatinina y la urea en su mayor
parte se excretan (Thurau y Boylan, 1976; Curthoys y Moe, 2013). Por otro lado, la
excrecion de acido es de suma importancia y ocurre en el epitelio tubular proximal
en un modo secretor de H* independientemente de la carga dietética. Todo el
NH3/NHa4+ de la orina se sintetiza en el tabulo proximal (Curthoys y Moe, 2013).

Después del tubulo proximal se encuentra el asa de Henle, la cual se divide en la
rama delgada descendente, la rama delgada ascendente y la rama gruesa
ascendente. En esta estructura se genera la concentracion de orina a través de la
formacion de un gradiente osmoético por el principio fisico denominado “multiplicador
por contracorriente” (Wirz et al., 1951). En este, los flujos opuestos de las ramas
ascendentes y descendentes generan los cambios osmaéticos para dar lugar a la
formacion del concentrado de orina (Pefia, 2021).

El tdbulo contorneado distal se encuentra entre la macula densa (placa sensorial
colocada delante del glomérulo para poder regular la circulacion glomerular de
acuerdo con el estado fisicoquimico de la orina que pasa por ahi (Goormaghtiegh;
1937) y el tubulo colector. Es el segmento mas corto de la nefrona y tiene un papel
fundamental en la reabsorcion de NaCl, secrecion de potasio, en la secrecion de
acidos organicos y en la homeostasis de calcio y magnesio (Subramanya y Ellison,
2014; McCormick y Ellison, 2015).
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El mecanismo de retroalimentacion tubulo-glomerular comprende el control
selectivo de las arteriolas en respuesta a los cambios en el flujo tubular distal. Sirve
para estabilizar la taza de flujo tubular distal que regula la osmolaridad de la orina
(Gonzalez-Enders, 1997).

La reduccion de la tasa de filtracibn glomerular (TFG) para ajustarse a la
disminucién de la capacidad de reabsorcién significa que el glomérulo conserva el
volumen que, en condiciones normales, esté en los tubulos. Sila TFG no se redujera
y la reabsorcion tubular se redujera un 50%, el volumen urinario y la excrecion de
Na* serian la mitad de la carga filtrada perdiendo asi, el volumen urinario, sal y agua.
El volumen se conserva por la disminucién de la TFG de manera inmediata y
efectiva, sin embargo, los desechos nitrogenados y otros compuestos regularmente
filtrados son retenidos (Thurau y Boylan, 1976).

Cualquier dafio a los tubulos renales que reduzca su capacidad de reabsorcion en
presencia de una filtracion continua conducird a una reduccion inmediata de la
funcién de los glomérulos y una pérdida de fluidos grave. Cuando se interrumpen
las funciones regulatorias y excretoras de los riflones, se presenta una insuficiencia
renal (IR) (Thurau y Boylan, 1976; Espinosa-Sevilla et al. 2013; Makris y Spanou,
2016).

1.2 Insuficiencia renal

La IR es un problema de salud importante en México. En 2010 fue dado a conocer
un estudio llamado Epidemiologia de la IR en México donde se menciona que cada
afo se suman al menos 40 000 casos de IR en México, presenta una mortalidad del
16 al 18.7% cuando existe solo una falla Unica y en pacientes con falla organica
multiple la mortalidad sube hasta el 46.7 o 52% (Moreno-Santillan et al. 2006;

Enfermedades renales, 2019).

La insuficiencia renal aguda (IRA), se refiere a una disminucion de la TFG, es decir,

a una disminucion del flujo de plasma del glomérulo hacia la capsula de Bowman
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durante un tiempo especifico, dando como resultado una pérdida rapida de la
funciébn excretora renal, la acumulacion de productos nitrogenados y un
desequilibrio hidroelectrolitico y acido-base (Kellum et al., 2011; Bellodomo et al.,
2012; Diaz de Leon-Ponce et al., 2017; Levey et al., 2017; Kaufman et al. 2021).

Los criterios para su diagnéstico se basan en los cambios de la creatinina sérica
(sCr) y el nitrogeno ureico en sangre (BUN), la produccion de orina que da lugar a
la disminucion abrupta de la TFG y un aumento en la expresion de los marcadores
lipocalina asociada con gelatinasa de neutréfilo (NGAL, neutrophil gelatinase-
associated lipocalin) que aumenta su expresion en infecciones, procesos
inflamatorios o cuando hay isquemia en células renales del asa de Henle y del tabulo
colector (Plascencia-Pimentel et al., 2019); la molécula 1 de lesion renal (KIM-1,
kidney injury molecule) observada de igual manera después de una lesion renal y la
interleucina 18 (IL-18), producida principalmente por neutréfilos activados, células
mononucleares, macrofagos y células no inmunes como las células del tabulo
proximal (Kdigo, 2012; Lombi, 2016).

Otro elemento patogénico reconocido en la IRA es la disfuncién mitocondrial, la cual
genera muerte y una mala funcién de las células tubulares. Ademas, la disfuncién
mitocondrial genera un aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO), una disminucion de la produccion de ATP y la liberacion del citocromo ¢
(Plotnikov et al., 2007; Szeto et al., 2011; Stallons, 2014). Las ERO tienen un papel
muy importante ya que, si existe un estrés oxidante, éstas pueden desencadenar
una cascada de sefializacion molecular que dara lugar a la lesién tubular aguda
(Aksu et al., 2011). De igual forma, la inflamacion participa en la disminucion de la
TFG al evitar el paso correcto del filtrado glomerular y tiene un papel importante
resultando en una lesién endotelial. Algunos mediadores que potencian la
inflamacion son las citocinas proinflamatorias, algunas de ellas son el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-18) y el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Bonventre, 2004; Schrier et al.,
2004).
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La IRA y la lesion o insuficiencia renal crénica (IRC) estan estrechamente
interconectadas, la IRA (independientemente de su etiologia) es un factor de riesgo
para el desarrollo de la IRC (Chawla et al., 2014), debido a que los mecanismos de
reparacion adaptativos que persisten después de la fase aguda promueven la
inflamacion vy la fibrosis en la fase crénica. Ademas, algunos procesos patoldgicos
que persisten después de la IRA son similares a los causantes de la progresion a
IRC como la lesion endotelial que da lugar al dafio del tubulointersticial y la pérdida
vascular que genera, ciclos repetidos de hipoxia e isquemia tisular afectando
entonces la funcion celular renal (Zuk y Bonventre, 2016). Es por ello que se deben

buscar estrategias para prevenir la IRA y asi evitar una evolucion a la IRC.

Otros factores iniciados por la IRA son la apoptosis desregulada, respuestas
anormales de células epiteliales, miofibroblastos y células inmunitarias,
diferenciacion fallida, sefalizacion pro-fibrética y pro-inflamatoria, pérdida capilar
progresiva, perturbacion de mecanismos del ciclo celular y cambios epigéneticos

dentro de las células intersticiales y epiteliales renales (Zuk y Bonventre, 2016).

1.3 Modelos de dafo renal

Para estudiar las enfermedades humanas se utilizan modelos experimentales en
diferentes organismos, como roedores, peces y bacterias, asi como en células en
cultivo; esto proporciona informacién de la fisiopatologia en la enfermedad, permite
conocer los mecanismos y sitios donde ocurre el dafio y, con base en ello, descubrir

herramientas que ayuden al tratamiento de la enfermedad, como la IRA.

Se han desarrollado diferentes modelos experimentales de la IRA: los modelos in
vitro proporcionan informacion acerca de la respuesta celular ante la enfermedad,
son sencillos de obtener a partir de cultivos primarios de tejidos o de lineas celulares
inmortalizadas; y los modelos in vivo proporcionan estudios integradores de la
evaluacion de la funcién, estructura y la interaccién con otros 6rganos y elementos
de la enfermedad (Maiden, 2019; Hukriede et al., 2022).
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Los ratas y ratones son los animales mas utilizados en los modelos in vivo de dafio
renal, debido a que son relativamente econdmicos, faciles de manejar y
estandarizar. Ademas, su tiempo de gestacién y de vida es corto, lo que permite
estudiar varios individuos y determinar las tasas de mortalidad, sin embargo, debido
a su tamafio y el volumen de sangre limitado, no se pueden hacer analisis
simultdneos de multiples parametros fisiolégicos y los cambios en ocasiones

pueden ser demasiado pequefios para detectarse (Maiden, 2019).

La IRA en los modelos experimentales se induce con la administracion de farmacos
nefrotoxicos, metales, obstrucciones en el tracto urinario, toxinas bacterianas,
episodios isquémicos, por mencionar algunos ejemplos (Sanz et al., 2013). Algunos
de los modelos experimentales in vivo utilizados para inducir IRA son los de
isquemia renal, antineoplasicos, sepsis, nefrectomia 5/6 (en donde se extirpa un
rinon y 2/3 partes del otro), obstruccion unilateral del uréter y obstruccion por una

sobredosis de acido félico (Maiden, 2019).

La IRA, ademas, es una enfermedad que puede generar dafio a otros 6rganos y
aun no se han descrito por completo todos los mecanismos involucrados en el
desarrollo de la enfermedad, por ello es necesario estudiar y comprender los

mecanismos para buscar tratamientos que contrarresten el dafio.

1.4 Modelo de dafio renal inducido por acido folico (AF).

El AF (Figura 2) se encuentra presente en la dieta y es necesario en el desarrollo
fetal, sin embargo, a puede ser téxico al provocar una acumulacién de cristales en

zonas como los tubulos renales.
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Figura 2. Estructura quimica del acido fdlico.

El modelo de dafio renal inducido por AF consiste en administrar una sola
sobredosis de AF (o varias a concentraciones menores) via intraperitoneal para
generar IRA. Este modelo ha sido utilizado desde los 60’s, ya que es relativamente
simple y ademéas de ser dosis dependiente, el dafio se limita a los tubulos renales y
en primer instancia, no afecta a otros 6rganos o tejidos (Taylor et al., 1966; Klingler
et al., 1980; Fink et al., 1987; Rattanasinganchan et al., 2016). Se ha descrito que
el modelo de dafio renal inducido por AF genera una rapida aparicion de cristales
de &cido folico en los tibulos renales y puede resultar en una fibrosis predominante
del tabulo intersticial debido a la acumulacion de matriz extracelular en exceso,
principalmente compuesta de colageno. Esto da lugar a la pérdida de la funcién
renal normal caracterizada por lesion tubular, apoptosis de células tubulares,
inflamacion vy fibrosis. Todas estas respuestas son las que se producen en la IRA
en humanos, por lo que se propone que es un excelente modelo que imita la IRA
humana (Gupta et al., 2012 Rattanasinganchan et al., 2016). Ademas, este modelo
puede comprender de una lesién de fase aguda y posteriormente una cronica
(Aparicio-Trejo et al., 2020).

En la IRA inducida por AF se observan cambios en los niveles de creatinina sérica
(sCr) y nitrogeno ureico en sangre (BUN), una disminucién en la produccién de
orina, disminucion de la TFG, afectaciones en la respuesta fisioldgica, fatiga

muscular, hipertrofia renal, una baja en los niveles de glutation (GSH), disminucion
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del peso corporal de los animales y reduccién del estado de alerta. Ademas, también
se observa un aumento de otros marcadores, como NGAL, KIM-1 e IL-18. (KDIGO,
2012; Lombi, 2016).

1.5 Modelo de dafio renal inducido por cisplatino (CP).

El cis-diaminodicloroplatino 1l (cisplatino CP) (Figura 3) es un farmaco
antineoplasico utilizado en la clinica para el tratamiento del cancer de ovario,
testiculos, vejiga, pulmoéon y tumores solidos de cabeza y cuello (Dasari y
Tchounwou, 2014).

Figura 3. Estructura quimica del cisplatino.

Sin embargo, su uso se ha asociado con diversos efectos secundarios, uno de los
mas destacados es la nefrotoxicidad, debido a que el CP se acumula en mayor
medida en el rifién (de Jongh et al., 2003). Los dafios fisiopatolégicos que genera
en la lesion renal incluyen una induccion secuencial de vasoconstriccion renal,
disminucién del flujo plasmatico renal, reduccién de la TFG, aumento de la
creatinina sérica y una reduccion de los niveles séricos de magnesio y potasio (Oh
et al., 2014).

Se ha observado que la muerte de las células tubulares es una caracteristica
histopatolégica comun en la nefrotoxicidad por CP (Oh et al., 2014). En los tubulos
proximales se concentra el CP por la localizacion y expresion de los transportadores

de captacion de este farmaco (Holditch et al., 2019).

El transporte de CP esta mediado por el transportador de cobre 1 (Ctr-1) y de

cationes organicos-2 (OCT2 en rata y hOCT2 en humano), siendo este ultimo el que
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se expresa en mayor medida. La salida de CP se ha asociado al transportador 1 de
extrusion de toxinas y farmacos multiples (MATE 1) (Miller et al. 2010; Ciarimboli,
2012). Una vez que el CP ingresa a la célula sus atomos de cloro son desplazados
por moléculas de agua volviéndolo un electréfilo potente listo para reaccionar con
cualquier nucledfilo, como los &tomos donantes de nitrégeno con los &cidos
nucleicos, lo que genera asi dafio a las bases de purina en el ADN en las células
bloqueando la division celular y generando muerte celular por apoptosis (Dasari y
Tchounwou, 2014; Ghosh, 2019). Se ha descrito que el ADN es el principal blanco
de la citotoxicidad del CP en células procariotas y eucariotas deficientes en la
reparacion del ADN (Beck y Brubaker, 1973).

Por otro lado, el CP también induce la muerte celular por diferentes mecanismos
como la autofagia, por via intrinseca por la liberacion de citocromo c a través de las
vias de estrés mitocondrial y del reticulo endoplasmico (RE); y por la via extrinseca,
a partir de la activacion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF a) y el ligando Fas.
Ademas de la apoptosis se ha descrito una via hibrida apoptética-necrética en el
modelo de IRA inducida por CP llamada necroptosis (Dasari y Tchounwou, 2014;
Oh et al., 2014; Holditch et al., 2019).

El CP genera la salida de calcio de las mitocondrias, lo que da lugar a una
interrupcion de la homeostasis de calcio, esto inicia eventos primarios como la
peroxidacién de lipidos, la inhibicion de enzimas y dafio mitocondrial (Dasari y
Tchounwou, 2014). De igual forma, el CP también produce ERO que provocan
peroxidaciéon y desnaturalizacion de proteinas, las cuales, dan lugar a la inactivacién
enzimatica. Una sobreproduccién de ERO y una incapacidad para neutralizar esas
especies reactivas, genera estrés oxidante que, junto con la disfuncion mitocondrial,
son caracteristicas distintivas de la IRA inducida por CP. Otro mecanismo que
genera el CP es la inflamaciéon como un papel perjudicial en la lesion renal (Oh et
al., 2014; Holditch et al., 2019).
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1.6 Estrés en la insuficiencia renal.

1.6.1 Estrés de reticulo endoplasmico (RE).

El RE es un sistema membranoso que forma cisternas y tibulos con un solo espacio
interno delimitados por su membrana, la cual constituye mas de la mitad de la
membrana total de la célula. Esta organizado por una red que se extiende por todo
el citoplasma y se clasifica en: el RE rugoso (RER) que cuenta con ribosomas y el
RE liso (REL) que carece de ellos. Sus principales funciones son la organizacion
del nucleo y la sintesis de lipidos y proteinas, siendo esta Ultima la razén por la que
tiene un papel central en la biosintesis celular (Alberts et al., 2002; Welsch, 2009;
Mejias et al., 2020).

Las proteinas sintetizadas destinadas a la secrecion se transportan a través de una
via secretora altamente regulada, ya que algun error en la exportacion conlleva a
graves consecuencias estructurales y funcionales. Migran por el aparato de Golgi
donde se envasan en vesiculas para transportarse a la membrana plasmatica,
donde se incorporan a ella y se liberan por exocitosis, o bien, para dirigirse a los
lisosomas. También es donde comienza la formacion de la matriz extracelular
(Alberts et al., 2002; Welsch 2009; Almanza et al., 2019).

De igual forma en el RER ocurren algunas reacciones de modificaciéon en las
proteinas, como la formacion de enlaces disulfuro (por la proteina isomerasa
disulfuro, PDI), el comienzo de la glucosilacién y su plegamiento con ayuda de

catalizadores como proteinas chaperonas (Welsch, 2009; Karp, 2011).

Diferentes alteraciones, como mutaciones, estrés oxidante, hipoxia, desregulacion
de calcio, autofagia deficiente y errores en la traduccion, alteran las funciones del
RE provocando que las proteinas no se plieguen de manera correcta 'y se acumulen
en el lumen. Cuando los mecanismos de reparacion no son eficientes para evitar la
acumulacion de estas proteinas aberrantes, se genera el estrés de RE (Bravo et al.,
2013; Almanza et al., 2019; Mejias et al., 2020).
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En las células el estrés del RE activa la respuesta de proteinas mal plegadas (UPR),
para restaurar el RE a su estado fisiolégico normal por la detencion transitoria de la
traduccion de proteinas, aumentando la capacidad del plegamiento al expresar en
mayor medida porteinas chaperonas y, si es muy severo el dafio, puede inducir
apoptosis (Zhu y Lee, 2014; Bravo et al., 2013).

En los animales, la UPR esta conformada por tres vias de sefalizacidon: Proteina
cinasa dependiente de inositol alfa (IREla, Inositol-requiring transmembrane
kinase/endonucleases), proteina cinasa del RE activada por ARN de doble cadena
(PERK, protein kinase activated by double-stranded RNA (PKR)-like ER kinase) y el
activador del factor de transcripcion 6 (ATF6, Activating Transcription Factor 6)
(Figura 4), (Welsch, 2009; Bravo et al., 2013; Almanza et al., 2019; Reyes-Fermin
et al., 2020). Aunque, dependiendo de la patologia, las via de la UPR se activaran

de manera particular y especifica.

En condiciones sin estrés de RE todas éstas vias son reprimidas por la proteina
chaperona relacionada con glucosa de 78 kDa (GRP78), pero en condiciones de
estrés de RE las proteinas mal plegadas compiten por la union de GRP78 activando
la UPR. Por otro lado la proteina chaperona relacionada con glucosa de 94 kDa
(GRP94), es la glicoproteina mas abundante del RE y ambas participan en el
plegamiento de proteinas, almacenamiento de calcio en el RE y ayudan en la

seleccién de proteinas mal plegadas para su degradacion (Zhu y Lee, 2014).
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Figura 4. vias de la UPR en condiciones de estrés del RE activada por el
desacoplamiento de la chaperona GRP78 de los receptores ATF6, PERK e IRE1a.
RE: reticulo endopldsmico; ERAD: sistema de degradacion asociada al reticulo
endoplasmico, aa’s: aminoacidos; MnSOD: superodxido dismutasa dependiente de
manganeso; GRP78: proteina regulada con glucosa de 78 kDa; ATF6: Activador del
factor de transcripcion 6; PERK: cinasa del RE activada por ARN de doble cadena;
elF2a: subunidad alfa del factor de iniciacion 2 de eucariontes; Nrf2: factor nuclear
eritroide similar al factor 2; ATF4: activador del factor de transcripcion 4; CHOP:
CCAAT/ potenciador de la proteina de union a proteina homologa; IREla: proteina
cinasa 1 alfa que requiere inositol; XBP1: proteina de union a la caja X del factor de
transcripcion 1; JNK: cinasa c-jun N-terminal; ERK: proteina cinasa regulada por
sefales extracelulares; NFkB: factor nuclear kappa B (Imagen basada en Bravo, et
al. 2013).

La via IREla es la via mas conservada en los mamiferos. Es una proteina
transmembrana del RE con actividad de serina/treonina cinasa y endoribonucleasa
(RNasa) en el espacio citosélico, se regula en dos pasos: la disociacion de GRP78
de IRE1a impulsa a su oligomerizacion y la union a proteinas desplegadas conduce
la activacion de IREla por trans-autofosforilacion. La actividad de RNasa modifica

el ARNm de la forma sin empalmar de la proteina de unién a caja X del factor de
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transcripcion 1 (XBP1u), produciendo la forma empalmada de XBP1 (XBP1s), que
da lugar a un factor de transcripcion dirigido a los genes que participan en el
plegamiento de proteinas de RE, el trafico intracelular, la biogénesis del RE y la
UPR (Bashir et al., 2021).

La segunda via de la UPR inicia con PERK y de igual forma es activada por trans-
autofosforilacion. Esta cinasa actta principalmente fosforilando la subunidad alfa
del factor de iniciaciéon eucariota 2 (elF2a) en su Ser®!. La fosforilacién de elF2a
atentia la sintesis proteica y suprime la traduccién general, favoreciendo la
expresion del ARNm involucrado en la respuesta del estrés, induciendo la expresion
del factor de transcripcion activador 4 (ATF4) relacionado con la transcripcion de
chaperonas, la expansion del RE y la autofagia mediada por CHOP para restaurar
la homeotasis del RE (Fels y Koumenis, 2006).

La tercer y Ultima via comienza con ATF®6, la cual es una proteina transmembranal
que al liberarse de la uniébn con GRP78, se transporta en vesiculas hacia el aparato
de Golgi y luego al nucleo, donde induce la expresién de genes implicados en la
optimizacién del plegamiento, la maduracién y la secrecién de proteinas como
XBP1, GRP78, GRP94 y la ATPasa de calcio del RE (SERCA) relacionada con la
homeostasis del calcio (Bravo et al., 2013; Tam et al., 2018; Reyes-Fermin et al.,
2020)

La finalidad de la UPR es restaurar la homeostasis del RE y disminuir la progresion
de la lesion renal, sin embargo, algunos factores como el estrés oxidante, producido
principalmente en la mitocondria, que tiene un papel clave en el desarrollo y
progresion de la IRA, se relaciona con el estrés de RE. La relacion que existe entre
ambos se ha establecido directamente por el plegamiento incorrecto de proteinas
(Aparicio-Trejo, 2020).

El RE esta relacionado con la mitocondria, el RE almancena el calcio inttracelular y
por ello existe una concentracion mayor dentro del lumen del RE en comparacion
con el citosol. Sin embargo, cuando existe estrés de RE, se afectan los canales

involucrados en la liberacibn de Calcio, lo que provoca que aumenté la

26



concentracion de Calcio en el citosol y a su vez esto va a estimular el metabolismo

de las mitocondrias que generan mas ERO (Zhang, 2010).

1.6.2 Estrés oxidante.

El estrés oxidante no se presenta de forma aislada, siempre interactia con otras
formas de estrés celular como la disfuncién mitocondrial, inflamacion, fibrosis y el

estrés de RE (Burton y Jauniaux, 2011).

En condiciones normales, las células mantienen siempre un equilibrio entre las
ERO, que son producidas de manera natural como segundos mensajeros, y los
sistemas antioxidantes que mantienen las ERO en niveles normales. Cuando este
equilibro entre agentes antioxidantes y ERO se ve perturbado se presenta un estado
de estrés oxidante en la célula. Las ERO son radicales libres y los intermediarios
gue se generan a partir del oxigeno. Los radicales libres se definen como moléculas
que tienen uno o mas electrones desapareados, lo que confiere su reactividad. La
mayoria de ellos surgen a partir de la necesidad de consumir oxigeno molecular en

las mitocondrias para la produccion de energia (Halliwell, 2006).

El estrés oxidante provoca alteraciones en la célula, como dafio a diferentes
biomoléculas claves para el funcionamiento correcto de la célula (ADN, ARN,

proteinas, enzimas, lipidos, entre otras) (Ochoa et al., 2018; Tomsa et al., 2019).

Existen dos tipos de defensas antioxidantes, las enzimaticas y las no enziméticas.
La primera de ellas consta, en mayor parte, de una enzima con un metal de
transicion en su nucleo capaz de brindar electrones y asi reducir los radicales libres
con la unién de un atomo de hidrégeno, algunas de las enzimas mas comunes que
participan en la reduccion de las ERO son: glutation peroxidasa, glutation reductasa,
glutation S-transferasa, catalasa y superdxido dismutasa. Por otro lado, las
defensas no enziméticas son compuestos que reducen los radicales libres a partir
de su estructura quimica, como el ascorbato (vitamina C) y el tocoferol (vitamina E)

(Burton y Jauniaux, 2011).
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2. Justificacion

Los modelos experimentales in vivo de insuficiencia renal en ratas dan lugar a
diferentes mecanismos especificos que provocan alteraciones en la célula. El
modelo de AF genera dafio principalmente en los tdbulos renales y el estrés
oxidante, disfuncibn mitocondrial, inflamacion y fibrosis son mecanismos
ampliamente descritos en este modelo. Por otro lado, en el modelo de CP el dafio
se genera principalmente en el tubulo proximal y el estrés oxidante, la disfuncion
mitocondrial, la apoptosis y el estrés de RE son alteraciones ya reportadas

anteriormente para este modelo.

Ambos modelos de dafio renal generan estrés oxidante, el cual tiene un papel
fundamental en el desarrollo de la IRA, ademas, forma un ciclo de dafio con el estrés
de RE. Este ultimo mecanismo ha generado interés en los ultimos afios debido a su
relacion con el estrés oxidante y a que puede promover la supervivencia o muerte
celular. Sin embargo, el estrés de RE y la UPR han sido estudiados muy poco en
varios modelos de IRA, particularmente en el modelo de AF y en el modelo de CP.
El estudio y la comprensién de los mecanismos de dafio involucrados en cada uno
de los modelos, podra proporcionar otros enfoques en la busqueda y desarrollo de

estrategias para prevenir o retardar el desarrollo de la IRA
3. Hipotesis

La administracion de &cido félico en dosis elevadas o de cisplatino inducen IRA al
dafar los tubulos renales, esto puede causar estrés de RE y, siendo que cada
modelo tiene mecanismos diferentes, se activaran de manera diferencial las vias

involucradas en la UPR.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar la lesion renal por los niveles de sCry BUN, el estrés oxidante a partir de la

actividad enzimatica de GR, CAT y GST,; y el estrés de RE en la IRA inducida por

AF o CP en ratas para analizar y relacionar algunos de los mecanismos de dafio en

los dos modelos experimentales.

4.2 Objetivos especificos

En el modelo de IRA inducida por AF evaluar y relacionar:

1. Los marcadores de dafio renal: sCry BUN.

2. Laexpresion de algunas proteinas involucradas en la UPR como marcadores
de estrés de RE: GRP78, GRP94 y ATF4.

3. La expresion relativa de los ARNm de la UPR: GRP78, GRP94 PERK, ATF4,
CHOP, IREla y XBP1.

4. Las enzimas antioxidantes como marcadores de estrés oxidante: GR, CAT y
GST.

5. Analizar las correlaciones entre el estrés del RE y la lesion renal, el estrés

oxidante y la lesion renal, y el estrés del RE y oxidante.

En el modelo de IRA inducida por CP analizar y relacionar:

1.
2.

Los datos de los marcadores de dafio renal: sCry BUN

Los marcadores de estrés de RE: ARNm de GRP78, PERK, ATF4, CHOP,
IRE1a y XBP1.

Los datos de las enzimas GR, CAT y GST como marcadores de estrés
oxidante.

Las correlaciones entre estrés de RE y lesion renal, estrés oxidante y

lesion renal, y estrés de RE y estrés oxidante.
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5. Diseio experimental

Los modelos de dafio renal se realizaron en el afio 2019 por el grupo de trabajo del
laboratorio 315 de la Facultad de Quimica de la UNAM. Debido a la pandemia, se

utilizaron algunos resultados y tejidos congelados que se obtuvieron previamente.

Para el modelo de acido félico se utilizaron las muestras extraidas por el Dr. Omar
Emiliano Aparicio-Trejo parte del equipo de trabajo en la Facultad de Quimica de la
UNAM.

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM
(FQ/CICUAL/332/18); se llevd a cabo de acuerdo con las directrices de la Norma
Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-
1999).

Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso inicial de 250 a 300 g y se dividieron

en dos grupos experimentales:

e Control (n=3): Administracion de una solucion de NaHCO3 300 mM via
intraperitoneal (i.p).

e Acido félico (AF, n=3): Tratados una dosis de acido folico (300 mg/kg,
i.p.).

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (60 mg/kg, i.p) 24 h después
de la administracion para obtener la sangre y remover ambos rifiones. El rifidén
izquierdo se almacend a -70 °C para el posterior analisis de los marcadores de
estrés de RE por Western blot, PCR vy la acitividad de las enzimas antioxidantes
(Gallegos-Sanchez, 2019).

Para el modelo de CP se utilizaron los datos provistos por la Dra. Tania Gémez
Sierra, alumna de doctorado de Ciencias Bioldégicas y miembro del mismo

laboratorio.
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Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso inicial de 200 a 220 g. Durante el
estudio los animales se mantuvieron en condiciones controladas de luz/oscuridad
(12 h x 12 h), con alimento y agua ad libitum. El disefio experimental fue aprobado
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CICUAL), de la Facultad de Quimica, UNAM (OFICIO/FQ/CICUAL/366/19) y se
llevaron a cabo las disposiciones que establece la Norma Oficial Mexicana NOM-

062-Z0O0-1999 en el cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Los animales se dividieron en dos grupos experimentales:

e Control (n=3): administracion de una mezcla de solucion salina isotdnica
0.95% (vehiculo, i.p) durante 3 dias.

e Cisplatino (CP, n=3): dosis Unica del cisplatino (7.5 mg/kg, i.p en solucion
salina isotonica al 0.9%) en el dia 3 del estudio y administracion de vehiculo

enlosdias1ly 2.

En el dia 6 del estudio (72 h después de la administracion de CP), los animales se
anestesiaron con pentobarbital sodico (50 mg/kg, i.p) para obtener la sangre a
través de la aorta utilizando una jeringa y una aguja calibre #18 con heparina. Las
muestras de sangre se centrifugaron durante 10 min a 3,000 g para obtener el
plasmay se almacenaron a -70°C hasta su analisis. Ademas, se removieron ambos

rifilones y se almacenaron a -70°C hasta su analisis (Gomez-Sierra, 2022)
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6. Métodos

6.1 Evaluacion de marcadores de lesion renal

6.1.1 Lista de reactivos

Los siguientes reactivos: albumina sérica bovina, dodecil sulfato de sodio (SDS),
pirofosfato de sodio, ortovanadato de sodio, &cido sulfosalicilico, trietanolamina, tris-
clorhidrato, azul de tripano, tritbn X-100, tween 20, el &cido
etiliendiaminotetraacético (EDTA) cat (372.25), asi como el anticuerpo anti-GRP94
(cat. G4420) fueron adquiridos de Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). La sal
disédica del acido etilendiaminotetraacético, el fosfato dipotasico, el cloruro de
potasio, el bifosfato de potasio, el cloruro de sodio, el bicarbonato de sodio y el
fosfato de sodio dibasico se adquirieron de J.T. Baker (Xalostoc, Edo. Mex, Mex).
El reactivo de Bradford se adquiri6 de Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Los
anticuerpos anti-GRP78 (cat. SC-3768) y anti-ATF4 (cat. SC-200) se adquirieron de
Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas, TX, USA). Los anticuerpos secundarios
fluorescentes anti-conejo 800CW y anti-raton 680RD fueron de LI-COR Biosciences
(Lincoln, NE, USA). El SYBR Green Master Mix se adquiri6 de Bio-Rad (cat.
L001893) Los oligonucleétidos fueron de T4OLIGO (Guanajuato, México). Los
demas reactivos utilizados fueron de calidad analitica y estaban disponibles

comercialmente.

6.1.2 Creatinina sérica (sCr)
La determinacion de los niveles de creatinina se realizé por el ensayo colorimétrico
basado en el ensayo de Jaffé que consiste en la reaccion de la creatinina con el

picrato alcalino que forma un complejo rojizo y la intensidad de color formado es

proporcional a la concentracién de creatinina en la muestra (Slot, 1965).

La absorbancia se mide a 492 nm y los resultados se expresaron como mg

creatinina/dL.
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6.1.3 Nitrégeno ureico en sangre (BUN)

El BUN se determind empleando un estuche comercial (Spin react). La urea
presente en la muestra reacciona con o-ftalaldehido en un medio acido dando como
resultado Isoindolina, compuesto que se puede medir espectrofotométricamente a

510 nm. Los resultados se expresaron en mg/dL.

6.2 Evaluacion del estrés de RE

6.2.1 Determinacion de la expresion de proteinas por western blot.

Para la extraccion de proteinas se utilizaron 100 mg de rifion de las rata de cada
uno de los grupos experimetales. La extraccion de proteinas totales se realiz6 a
partir de las muestras resuspendidas en amortiguador de radioinmunoprecipitacion
(RIPA) que contiene Tris-HCI 40 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, EGTA 1 mM, NaF
5 mM, NasOs 1mM, PMSF 1 mM, desoxicolato de sodio al 0.5%, SDS al 0.1% pH
7.6 y la mezcla de inhibidores de proteasas. Una vez resuspendidas las muestras,
se homogenizaron con un Potter-Elvehjem y posteriormente se centrifug6é a 1000
rpm por 5 min a 4 °C. El sobrenadante se sonicé y posteriormente se centrifugaron
a 15000 rpm por 20 min. El sobrenadante se almacend a -70 °C para su posterior
analisis. Las proteinas totales se cuantificaron por el método de Bradford (Kruger,
2009).

El sobrenandante obtenido en la extraccion de proteinas se mezclé con
amortiguador Laemmli 2x que contiene Tris-HCI 60 mM, dodecil sulfato sédico
(SDS) al 2%, glicerol al 10%, B-mercaptoetanol al 5% y azul de bromofenol al 0.01%
pH 6.8 en proporcion (1:1). Las muestras se desnaturalizaron a 90 °C durante 7 min.
Posteriormente se colocaron en hielo durante 5 min y finalmente se almacenaron a
-70°C hasta su analisis. El analisis proteico por Western blot se realizé por

electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida.
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Una vez terminada la electroforesis, los geles se sobrepusieron en membranas de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) para transferir las proteinas por el método de
transferencia himeda. La union a proteinas no especificas se bloqueo con leche en
polvo descremada al 5% en amortiguador TBST (Tween 20 al 0.4%) durante una
hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se incubaron toda la
noche a 4° C con el anticuerpo primario apropiado (GRP78, SC-376768 raton;
GRP94, G4420 conejo; ATF4 SC-200 conejo) a una dilucion de 1:1,000. Al témino
del tiempo de incubacion se colocd el anticuerpo secundario fluorescente
correspondiente (1:10,000) (Kim, 2017). Las proteinas de interés se detectaron con
con el fotodocumentador Odyssey (Li-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA). El
andlisis de la imagen se realiz6 con el Software Image Studio™ Lite LI-COR

Odyssey (LI-COR Biosciences) version 5.2.

6.2.2 Expresion génica evaluado por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

Extraccion de ARN. Se utilizarén 100 mg de tejido, nitrégeno liquido para facilitar
su homogeneizacion y 1 mL de TRIzol®. Una vez generados los homogenados en
mortero, se virtieron en tubos eppendorf y se dejaron reposar 5 minutos a
temperatura ambiente. Después se agregaron 200 uL de cloroformo para separar
las fases y se dejaron 3 minutos a temperatura ambiente para después
centrifugarlos a 12000 rpm por 15 min. a 4 °C. Una vez separadas las fases, se
tomo la fase acuosa con micropipeta. A estos tubos se les agregd 500 pL de
isopropanol dejando los tubos a 4 °C por 10 minutos para precipitar las muestras,
transcurridos los 10 minutos, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min
a 4 °C. El sobrenadante se retiré con micropipeta, a la pastilla se le agregé 1 mL de
etanol al 75% y se agitarén los tubos en vortex hasta homogenizar. Después se
centrifugaron los tubos a 7500 rpm por 5 min. a 4 °C, se descart6 el sobrenadante
y se dejaron los tubos abiertos hasta que el etanol se evaporara por completo. Por
ultimo, se agregaron 50 pL de agua miliQ y el ARN se cuantifico en el take 3 EPOCH
(BioTek Instruments, Inc) utilizando 2 pL de cada muestra. Para determinar la
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integridad del ARN se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1%, 25 mL de
amortiguador de tris, acetato y EDTA (TAE) y 2.5 uL de bromuro de etidio. La
electroforesis se realizo a 80 V por 40 min y el gel se visualizé posteriormente en un

transiluminador.

Retrotranscripcion. Se realizé la sintesis de ADNc de acuerdo con la cuantificacion
de las muestras, se generaron alcuotas con una concentracion de 500 ng/50 pL y
posteriormente se tom6 una alicuota de 4 pL de muestra y se adicion6 1 pL
amortiguador DNasa 10X, 1 pL DNasa | Amp Grade y 4 pL de agua miliQ. Los tubos

fueron incubados 15 minutos a temperatura ambiente.

Después se inactivé la DNasa afiadiendo 1 mL de EDTA 25 nmy se incub6 a 65 °C
por 10 min. Transcurrido el tiempo, se les afiadié a los tubos: 0.5 uL de primers
aleatorios, 5.5 pL de las muestras de ARN, 1 uL de DNTPs y 5 uL de agua miliQ.
Se incubaron a 65 °C por 5 minutos y posteriormente a los tubos se les afiadio 4 pl
de amortiguador 5X de primer hebray 2 pL de DTT 0.1 M, se homogeneizaron por

pipeteo y se incubaron a 37 °C por 2 min.

Por ultimo, se agreg6 1 pL de transcriptasa reversa (M-MLV-RT), se homogeneiz6
por pipeteo, se incubaron a 25 °C por 10 min, luego a 37 °C por 50 min. y finalmente

a 70 °C por 15 min. El ADNc generado se almacen6 a -70 °C hasta su analisis.

PCR en tiempo real. Bio-Rad CFX96. Se utilizé la sonda fluorescente SYBR green
master mix (Bio-Rad, Chicago, USA). Las secuencias de oligonucleotidos usados

se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de oligonucleotidos con su temperatura éptima de alineacion.

Gen objetivo Secuencia (5°-3) Temperatura de

alineacion (°C)

GAPDH F: CACTGAGCATCTCCCTCACAA 55
R: TGGTATTCGAGAGAAGGGAGG

GRP78 F: TAACAATCAAGGTCTACGAAGG 51
R: CCATTCACATCTATCTCAAAGGT

GRP94 F: AAACGGCAACTCTTCGGTCA 51

R: TTAAGCTGAGGCGGAGCATC
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ATF4 F: AAGGCAGATTCTCTCGCCAA 60
R: TTCTTCCCCCTTGCCTTACG
PERK F: TCGGATACGGCATTTGGCTT 53
R: AGTGCGGCAATTCGTCCAT
CHOP F: GAGAGAAACCGGTCCAA 51
R: GGACACTGTCTCAAAGGCGA
XBP1 F: CCACTTGGTACAGACCACTCC 51
R: AGACACTAATCAGCTGGGGG
IRE1a F: GCTGTGGAGACCCTACGCTAT 55
R: GGCATAGAGGCTGGTGGAGTA

GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, GRP78: proteina regulada con

glucosa de 78 kDa, GRP94: proteina regulada con glucosa de 94 kDa, PERK: cinasa

del RE activada por ARN de doble cadena, ATF4: activador del factor de

transcripcion 4, CHOP: CCAAT/ potenciador de la proteina de union a proteina

homologa, IREla: proteina cinasa 1 alfa que requiere inositol, XBP1: proteina de

union a la caja X del factor de transcripcion 1.

Por pozo se adicioné 1 uL de ADNc, 5 pl de SYBR green, 2 pl de agua miliQ y 2 ul

de oligonucleotidos.

El protocolo que se siguio fue el siguiente:

1.-95°C 1 min.
2.- 95 °C 30 seg.

3.- Gradiente de temperaturas (62 a 51 °C) 30 seg.

4.- 72 °C 30 seg.

5.- Repeticion desde el paso 2 (39 veces)

6.- 72 °C 3 min.
7.-4 °C5 min.

Siedo a 95 °C la desnaturalizacién del DNA, de 62 a 51 °C el alineamiento de los

primers y a 72 °C la elongacion de las cadenas de DNA. Todos los experimetos se

hicieron por triplicado.
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6.3 Evaluacion de estrés oxidante

6.3.1 Enzimas antioxidantes

Glutation reductasa (GR) es la responsable de la reduccion de GSSG a GSH
utilizando NADPH como agente reductor. Este ensayo se determina midiendo la
desaparicion de NAPDH a 340 nm. Los resultados se expresan como U/mg proteina

(U equivale a un umol de NAPH oxidado por minuto) (Carlberg y Mannervik, 1975).

Catalasa (CAT) dismuta el peroxido de hidrogeno (H202) en moléculas de agua. La
actividad de esta enzima se determina por la concentracién de H202 a 240 nm por
30s. Se usa la constante de reaccion de primer orden (k) como unidad de la actividad
enzimatica. Los resultados se expresan como k/mg de proteina (Aebi, 1984)

Glutatién S-transferasa (GST) conjuga al GSH con el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno.
Este conjugado puede ser medido espectrofotométricamente a 340 nm. La actividad
de la enzima se expresa como U/mg proteina (U equivale a la cantidad de 1-cloro-

2,4-dinitrobenceno conjugado expresado en nmol por minuto) (Habig et al., 1974).

6.4 Andlisis estadistico

Los datos se presentaron como valores promedio + error estandar de la media
(EEM). EIl analisis estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prism 8 (San
Diego, CA, EUA). Primero se hizo la prueba Shapiro-Wilk para conocer si los datos
fueron normales o no, si fueron normales se hizo un ensayo de T-student
comparando las medias a través de un andlisis de varianza de una via (ANOVA),
seguido de una prueba de comparacion multiple. El valor de p<0.05 se considero
estadisticamente significativo. Si los datos fueron no normales se hizo la prueba de

Kruskal-Wallis, seguido de una prueba de comparacion multiple de Dunn.

Los resultados también se analizaron con una prueba de correlacion. El coeficiente

con valor de p<0.05 se consideré estadisticamente significativo.
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7. Resultados

7.1 Modelo de IRA inducido por AF.

7.1.1 Marcadores de dafo renal.

En primer lugar, se buscé confirmar la induccion de IRA y para ello se midieron los

niveles de sCr y BUN como marcadores de lesion renal.

Se observo que ambos marcadores aumentaron significativamente, lo que indica la
presencia de una lesién renal provocada por la administracion de una sobredosis

de acido fdlico (Figura 5).
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Figura 5. Marcadores de dafio renal A) creatinina sérica (sCr) y B) Nitrégeno Ureico
en sangre (BUN). Datos promedio + EEM, n=3 ratas. * p<0.05 vs C. C: control, AF:
acido folico, sCr: creatinina sérica, BUN: nitrbgeno ureico en sangre.

Se observé que la sCr aumento en un %% y BUN aumentd en un %%, ya que se
encontré un aumento significativo, se analizaron los marcadores de estrés de RE

como siguiente paso.
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7.1.2 Marcadores de estrés de reticulo endoplasmico.

Una vez confirmada la lesion renal, se realizo la evaluacion de los marcadores de
estrés de RE, GRP78, GRP94 y ATF4 por western blot. En el grupo tratado con AF,
no se observaron cambios en la expresion proteica de GRP78, sin embargo, GRP94
presentd un aumento significativo del doble de su expresion. Por otro lado, ATF4
que esta aguas debajo de la via de PERK presentd una disminucién significativa de
casi la mitad de su expresion (Figura 6).
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Figura 6. Abundancia de marcadores de estrés de reticulo endoplasmico (RE) en el
modelo de acido félico (AF). Datos promedio + EEM n=3 ratas. A) ATF4, GRP78,
GRP94 y como control de carga GAPDH, B) densitometria de GRP78, C)
densitometria de GRP94 y D) densitometria de ATF4. * P<0.05 vs C. C: control; AF:
acido félico; kDa: kilo dalton, RE: reticulo endoplasmico, GAPDH: gliceraldehido 3
fosfato deshidrogenasa, GRP78: proteina regulada con glucosa de 78 kDa, GRP94:
proteina regulada con glucosa de 94 kDa, ATF4: activador del factor de transcripcién
4, EEM: error estandar.
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Para seguir investigando sobre la via de la UPR en el estrés del RE, se midio la
expresion de los ARNm de GRP78, GRP94, PERK, ATF4, CHOP, IREla y XBP1
por PCR.

Se observé una disminucion del transcrito de GRP78 y del factor pro apoptético
CHOP, aunque no logré ser significativo (0.3818 y 0.4334 respectivamente). En
cuanto a los deméas marcadores no se observé un cambio en su expresion relativa
(Figura 7).
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Figura 7. Cambio de la expresion relativa de ARNm de los marcadores de estrés de
RE normalizados con GAPDH en el modelo de AF. Datos promedio + EEM, n=3
ratas. * P<0.05 vs C. C: control; AF: acido folico, RE: reticulo endoplasmico,
GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, GRP78: proteina regulada con
glucosa de 78 kDa, GRP94: proteina regulada con glucosa de 94 kDa, PERK:
cinasa del RE activada por ARN de doble cadena, ATF4: activador del factor de
transcripcion 4, CHOP: CCAAT/ potenciador de la proteina de union a proteina
homologa, IREla: proteina cinasa 1 alfa que requiere inositol, XBP1: proteina de
union a la caja X del factor de transcripcion 1.
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7.1.3 Correlaciones entre dafio renal y estrés de RE.

Una vez que se midieron los marcadores de dafio renal y de estrés de RE, se hizo
un analisis de correlacion para ver si la expresion de los marcadores de estrés de

RE se relaciona con el dafio renal existente.

No se observaron correlaciones significativas a excepcion de GRP78 que tuvo una
correlacion negativa con respecto al dafio renal, es decir, a mayores niveles de los
marcadores de dafio renal, la expresion relativa del ARNm de GRP78 fue menor.
(Figura 8).
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Figura 8. Andlisis de correlacion entre el dafio renal y los marcadores de estrés de
RE en el modelo de AF. GRP78 presentd una correlacion negativa significativa con
sCr y BUN. A) Correlacion entre GRP78 y marcadores de lesion renal, B)
Correlacion entre PERK y marcadores de lesion renal, C) Correlacion entre ATF4 y
marcadores de lesién renal, D) Correlacién de CHOP y marcadores de lesion renal,
E) Correlacion de IRE1a y marcadores de lesion renal, F) Correlacion de XBP1 'y
marcadores de lesion renal, G) Correlacion de GRP94 y marcadores de lesion renal.
n=3 ratas *P<0.05 vs C. sCr: creatinina sérica, BUN: nitrégeno ureico en sangre,
GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, GRP78: proteina regulada con
glucosa de 78 kDa, GRP94: proteina regulada con glucosa de 94 kDa, PERK:
cinasa del RE activada por ARN de doble cadena, ATF4: activador del factor de
transcripcion 4, CHOP: CCAAT/ potenciador de la proteina de union a proteina
homologa, IREla: proteina cinasa 1 alfa que requiere inositol, XBP1: proteina de
unioén a la caja X del factor de transcripcion 1.

Después de analizar los marcadores de estrés de RE, se analizaron los marcadores

de estrés oxidante.

7.1.4 Marcadores de estrés oxidante.

Se ha descrito que el estrés oxidante tiene un papel importante en la IRA inducida
por AF. Cuando el estrés oxidante es elevado, los sistemas antioxidantes
enzimaticos empiezan a presentar errores, por ello, medimos la actividad de tres

enzimas antioxidantes: GR, CAT y GST.

La actividad de las 3 enzimas disminuy0 significativamente en el grupo administrado
con la sobredosis de AF. Con esto se observa que existe un elevado estrés oxidante

en la IRA inducida por el AF (Figura 9).
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Figura 9. Actividad de las enzimas A) glutation reductasa (GR), B) catalasa (CAT) y
C) glutation S transferasa (GST). Datos promedio + EEM n=3 ratas. *P<0.05 vs C.
C: control; AF: acido félico.

Al observar el estrés oxidante en este modelo, se prosiguié a analizar la correlacion

que existe entre éste y el dafio renal.

7.1.5 Correlaciones entre dafio renal y estrés oxidante.

Se observd una correlacién negativa y significativa en el caso de la actividad
enzimatica de CAT y BUN; entre la actividad enzimética de GST y sCr y BUN. En
cuanto a la GR se observa una tendencia a correlacionar con BUN. En los tres casos
un mayor dafio renal corresponde a una menor actividad de las enzimas

antioxidantes (Figura 10).
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Figura 10. Correlacion entre la actividad de las enzimas antioxidantes y los
marcadores de dafio renal en el modelo de AF, n=3. A) glutation reductasa (GR), B)
catalasa (CAT), C) glutation S-transferasa (GST). *P<0.05. sCr: creatinina sérica,
BUN nitr6geno ureico en sangre.

Estas enzimas son importantes en la dismutacién del H202 y en la regeneracion del
GSH, la cual es una molécula reductora de suma importancia en el metabolismo de
los seres vivos. El GSH es uno de los reductores que en mayor concentracion se

encuentra en la célula.

7.1.6 Correlaciones entre estrés de reticulo endoplasmico y estrés oxidante.

Por dltimo, se analiz6 la relacién que existe entre la abundancia de los ARNm de
las proteinas involucradas en el estrés de RE (GRP78, GRP94, PERK, ATF4,
CHOP, IRElay XBP1) y la actividad antioxidante de las enzimas GR, CAT y GST.

Se observé una correlacion significativa entre GRP78 y las tres enzimas
antioxidantes, y entre PERK y la actividad enzimatica de GR. En los tres analisis se

observd la misma tendencia: cuando existe una menor actividad de las enzimas
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antioxidantes la abundancia relativa de los marcadores de estrés de RE también
disminuye (Figura 11).
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Figura 11. Correlaciéon entre la actividad de las enzimas antioxidantes y los
marcadores de estrés de RE en el modelo de AF, n=3. A) glutation reductasa (GR),
B) catalasa (CAT) y C) glutation S-transferasa (GST). *P<0.05. sCr: creatinina
sérica, BUN nitrdgeno ureico en sangre.

7.2 IRA inducida por CP

7.2.1 Marcadores de dafio renal

Se hizo la medicion de los niveles de sCr y BUN como marcadores de dafio renal

también en el modelo de CP. Se observé un aumento significativo de ambos
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marcadores en el grupo administrado con cisplatino, o que nos indica la existencia

de IRA en estos grupos (Figura 12).
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Figura 12. Niveles de A) creatinina sérica (sCr) y B) Nitrdgeno Ureico en sangre
(BUN). Datos promedio + EEM, n=3 ratas. * p<0.05 vs C. C: control, CP: cisplatino,
sCr: creatinina sérica, BUN: nitr6geno ureico en sangre.

7.2.2 Marcadores de estrés de reticulo endoplasmico.

Después de que se comprobo la IRA, se midié la expresion relativa de los ARNm
de GRP78, PERK, ATF4, CHOP, IREla y XBP1 por PCR como marcadores de
estrés de RE (Figura 14).

La expresion de todos los marcadores aument6 en el grupo de CP siendo sélo
GRP78 y CHOP significativos.
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Figura 13. Cambio de la expresion relativa del ARNm de los marcadores de estrés
de RE normalizados con GAPDH en el modelo de cisplatino (CP). Datos promedio
+ EEM, n=3 ratas. *P<0.05 vs C. C: control; CP: cisplatino, RE: reticulo
endoplasmico GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, GRP78: proteina
regulada con glucosa de 78 kDa, PERK: cinasa del RE activada por ARN de doble
cadena, ATF4: activador del factor de transcripcion 4, CHOP: CCAAT/ potenciador
de la proteina de unién a proteina homologa, IREla: proteina cinasa 1 alfa que
requiere inositol, XBP1: proteina de unién a la caja X del factor de transcripcion 1.

7.2.3 Correlaciones entre dafio renal y estrés de reticulo endoplasmico.

Después que se midieron los marcadores de dafio renal y de estrés de RE, se hizo
un andlisis de correlacion entre ellos,

Se observo una correlacion significativa entre la expresion relativa de los ARNm de
GRP78 y CHOP y los marcadores de dafio renal. Sin embargo, se observa esta
misma tendencia, aunque no significativa, en los demas marcadores, a mayor dafio

renal, mayor expresion de los ARNm involucrados en el estrés de RE (Figura 15).
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Figura 14. Andlisis de correlacion entre el dafio renal y los marcadores de estrés de
RE en el modelo de CP. Correlacion positiva en los ARNm de GRP78, CHOP y
XBP1. A) Correlacion entre GRP78 y marcadores de lesién renal, B) Correlacion
entre PERK y marcadores de lesién renal, C) Correlacion entre ATF4 y marcadores
de lesion renal, D) Correlacion de CHOP y marcadores de lesién renal, E)
Correlacion de IRE1a y marcadores de lesion renal, F) Correlacion de XBP1 y
marcadores de lesion renal, G) Correlacion de GRP94 y marcadores de lesion renal.
* P<0.05 vs C. sCr: creatinina sérica, BUN: nitrégeno ureico en sangre, GAPDH:
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, GRP78: proteina regulada con glucosa de
78 kDa, PERK: cinasa del RE activada por ARN de doble cadena, ATF4: activador
del factor de transcripcion 4, CHOP: CCAAT/ potenciador de la proteina de unién a
proteina homologa, IREla: proteina cinasa 1 alfa que requiere inositol, XBP1:
proteina de unién a la caja X del factor de transcripcion 1.
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7.2.4 Marcadores de estrés oxidante

De igual forma, en el modelo de CP se ha descrito que el estrés oxidante esta
presente en el desarrollo de la enfermedad. Por ellos se midi6 la actividad de las
enzimas antioxidantes GR, CAT y GST.

En este modelo se observd una disminucion significativa en la actividad de las
enzimas GR y CAT, mientras que GST no presentd cambios en su actividad
después de la administracién de CP (Figura 16).
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Figura 15. Actividad de la enzima Glutation reductasa (GR), catalasa (CAT) y
glutation S transferasa (GST). Datos promedio + EEM, n=3 ratas. *P<0.05 vs C. C:
control; CP: cisplatino.
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7.2.5 Correlaciones entre el dafio renal y el estrés oxidante

Una vez analizada la actividad de las tres enzimas antioxidantes, se hicieron las
correlaciones estadisticas para observar la relacion que existe entre el dafio renal y

el estrés oxidante.

Se observé una correlacion significativa entre la GR y los marcadores de dafio renal
(sCr y BUN) y entre la CAT y sCr. Sin embargo, en GST también se observa
tendencia, aunque no significativa, de que una menor actividad enzimatica

corresponde a niveles elevados de sCry BUN (Figura 17).
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Figura 16. Correlacién entre enzimas antioxidantes y marcadores de dafio renal en
el modelo de CP, n=3. A) glutation reductasa (GR), B) catalasa (CAT), C) glutatién
S-transferasa (GST). *P<0.05. sCr: creatinina sérica, BUN nitrdgeno ureico en
sangre.

7.2.6 Correlaciones entre estrés de reticulo endoplasmico y estrés oxidante

Por ultimo, se hicieron los analisis de correlacion entre las enzimas antioxidantes y

los marcadores de estrés de RE.
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Se observé una correlacion significativa entre GRP78 con GR y CAT y CHOP con
CAT. Aunque no fue significativo para todos los marcadores, todos ellos muestran
la misma tendencia, una menor actividad enzimatica corresponde a una mayor

expresion de los ARNm de los marcadores de estrés de RE (Figura 18).
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Figura 17. Correlaciones entre enzimas antioxidantes y marcadores de estrés de
RE en el modelo de CP, n=3. A) glutation reductasa (GR), B) catalasa (CAT) y C)

glutation S-transferasa (GST). *P<0.05. sCr: creatinina sérica, BUN nitrdgeno ureico
en sangre.

51



8. Resumen de resultados

En ambos modelos se observaron niveles significativamente elevados de sCr
y BUN, lo que confirma la induccion de IRA.

Los ARNm de GRP78 y CHOP tuvieron una tendencia a la baja en el modelo
de AF y un aumento significativo en el modelo de CP.

La relacion existente con los marcadores de lesion renal y el estrés de RE
sélo se dio entre la expresion relativa de los transcritos de GRP78, CHOP y
XBP1.

La actividad de las enzimas antioxidantes GR y CAT mostraron una
disminucion significativa en ambos modelos, mientras que GST sélo
disminuyo significativamente en el modelo de AF.

El estrés oxidante y la lesion renal se correlacionaron de manera significativa
para ambos modelos.

La relacion que existe entre el estrés de RE y el estrés oxidante fue
significativa sélo entre la expresion relativa de GRP78, PERK y CHOP con la
actividad de la CAT y GRP78 con la actividad de la GR.

9. Discusion

El principal objetivo de este trabajo fue evaluar las alteraciones que comprende la

IRA en dos modelos diferentes in vivo analizando marcadores involucrados en la

UPR del estrés de RE y la actividad de algunas enzimas como marcadores de estrés

oxidante, ambos clave en la insuficiencia renal.

En primer lugar se identificé la lesion renal en ambos modelos. Se sabe que existen

diferentes marcadores que identifican a la IRA (Sirota et al., 2011; Espinoza-Sevilla

et al., 2013; Lombi et al., 2016) y los mas utilizados en ambos modelos son la

concentracion de sCr y BUN, ambos de importancia clinica. La produccion de

creatinina varia poco, sus niveles suelen ser estables y se elimina a través del rifion.
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Por otro lado la urea es el resultado final del metabolismo de las proteinas. Cuando
hay una insuficiencia renal, la urea y la creatinina se retienen en la sangre, por lo
tanto, un aumento en sus niveles séricos son indicativos de una lesion renal
(Lyman, 1986; Burtis, et al. 1999). Para ambos modelos hubo un aumento
significativo de estos marcadores, lo que nos habla de un dafio renal en ambos
modelos. Sin embargo, el modelo de AF fue el que obtuvd la concentracion mas
elevada de sCry BUN, esto corresponde a lo reportado por Perales-Quintana, et al.
(2019).

Una vez comprobada la lesion renal provocada en los diferentes modelos, se
midieron los marcadores de estrés de RE. Cuando existe un estrés de RE se
desencadena la UPR iniciada por tres sensores PERK, IRE1a y ATF6, todos estos
se activan por la liberacién de la chaperona GRP78. Ademas, GRP78 junto a
GRP94 son las chaperonas encargadas del plegamiento de las proteinas
aberrantes acumuladas en la UPR. Ambas son excelentes marcadores del estrés
de RE (Yan et al., 2018).

Es asi que se decidié cuantificar, en primer lugar, la abundancia de GRP78 y GRP94
por western blot. En ambos modelos se observé un patron de abundancia similar,
no observamos cambios en la abundancia de GRP78 entre grupo control y el grupo
con IRA. La GRP78, aunque se expresa en mayor medida cuando existe un estrés,
se expresa de manera constitutiva en las células sanas ya que realiza funciones
necesarias en el plegamiento de las proteinas (Dickhout y Krepinsky, 2009); es
probable que esa sea la raz6n de no observar un cambio en su expresion. Por otro
lado la ATF4, involucrada en la via de PERK, present6 una disminucién significativa
en su expresion y GRP94 presentd un aumento significativo en su expresiéon en el

grupo con IRA.

GRP94 es la chaperona méas abundante del RE, se encuentra en el lumen del RE,
transmembranalmente y en la superficie celular. Ademas de su participacién en el
plegamiento de proteinas aberrantes, tiene un papel de union al calcio y participa
en otras vias metabdlicas, como en la resupuesta inmune innata y adaptativa, el

cancer y la metastasis (Marzec et al., 2012; Zhu y Lee, 2014; Kim et al., 2021).
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También se ha determinado que los factores de crecimiento similares a insulina
(IGF) dependen de GRP94 para su maduracion. Los IGF son mediadores que
afectan el incio de la UPR y su via de sefalizacion es pro-crecimiento y anti-
apoptotica, es decir, promueven la recuperacion del estrés y la supresion de la
apotosis (Eletto et al., 2010; Marzec et al.,, 2012). La expresion de los IGF es
proporcional a la expresion de GRP94 y esto podria explicar por qué aumentoé solo
GRP94 en el analisis de Western blot. Esto concuerda con lo reportado por Paris et
al., (2005) quienes observaron un aumento de GRP94 como respuesta a estrés

generado por hipoxia en células endoteliales.

Los resultados en el modelo de AF no concuerdan con lo reportado con Fan et al.
(2017), en donde ellos observan un aumento en CHOP en ratones administrados
con una dosis de 250 mg/kg por via intraperitoneal de AF sacrificados a las 72 h.
Con esto, se podria pensar que el tiempo durante el cual se desarrolla la

enfermedad es clave para la activacion de la UPR.

Con el fin de continuar investigando el papel de la UPR, medimos la expresion
relativa de los ARNm de GRP78, GRP94, PERK, ATF4, CHOP, IRE1a y XBP1 por

PCR en tiempo real.

En primer lugar se midio la expresion relativa del transcrito de GRP78 como iniciador
de las vias de la UPR. En el modelo de AF observamos una disminucion de la
expresion en el grupo con IRA, aunque este cambio no fue significativo. Por otro
lado, en el modelo de CP observamos un aumento de la expresion en el grupo con
IRA. La mediciéon del transcrito de GRP94 sélo se hizo en el modelo de AF y no

mostré ningln cambio en su expresion.

En el modelo de AF, no se observaron cambios en la expresion de las dos
chaperonas, sin embargo en la abundancia relativa de ambas proteinas, GRP94 si
mostré un aumenté significativo. Esto puede deberse a que la actividad proteica de
ésta ultima ha sido suficiente para combatir la acumulacion de proteinas aberrantes
y no ha sido necesario, en este modelo, aumentar la sintesis de estas proteinas. Por

otro lado, en el modelo de CP se observo que el transcrito de GRP78 si tiene un
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aumento significativo, por lo que, el estrés generado en este modelo si propicio una
acumulacion de proteinas aberrantes que deben ser plegadas o eliminadas del RE

para evitar que el dafio continde afectando el metabolismo en la célula.

Después se cuantificaron los transcritos de proteinas involucradas en la via de
PERK: PERK, ATF4 y CHOP. En el modelo de AF no observamos ningun cambio
significativo en los tres marcadores, sin embargo CHOP tiende a disminuir. Por otro
lado en el modelo de CP todos los marcadores tuvieron una tendencia al aumento,
pero s6lo CHOP tuvo un aumento significativo en su expresion. Se ha reportado que
a diferentes dosis (24 mg/kg y 20 mg/kg) de CP en ratones, aumenta la expresion
de los ARNm de GRP78 y CHOP (Long et al., 2017; Zahedi et al.,, 2017,
respectivamente). Sin embargo, Peyrou et al. (2007), no observaron un cambio en
la expresion de ARNm de GRP78 en el mddelo de cisplatino con dosis de 5 mg/kg

al dia, durante 2 o 7 dias.

Por dltimo medimos el factor XBP1 y el inicidiador de la via de IRE1a los cuales no
presentaron un cambio en su expresion en ninguno de los dos modelos. Lo que
corresponde a lo descrito por Ferré et al. (2019), donde mencionan que no se
observan cambios en la expresion del ARNm de XBP1s en los modelos de IRA
inducidos por AF.

Con estos resultados, se puede proponer que en el modelo de AF a una dosis de
300 mg/kg en un tiempo de 24 h no se activa la UPR en el estrés de RE y esto
puede ser debido al tiempo de desarrollo de la enfermedad. Contrario a esto, en el
modelo de CP a una dosis de 7.5 mg/kg en un tiempo de 72 h, si se activa la UPR

como respuesta a un estrés de RE.

Se hicieron andlisis de correlacion para encontrar la relacién existente entre el dafio
renal y el estrés de RE. En el modelo de AF, no se encontré una correlaciéon
significativa, pero se observd que la expresion del transcrito de GRP78 es
significativamente mayor en el grupo control. Esto puede deberse a que la actividad

de ésta se da de manera constitutiva en las funciones normales del RE y al
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presentarse un dafio renal, la maquinaria de transcripcion y traduccion no esti

trabajando de manera correcta.

En el modelo de CP se observo una correlacion significativa entre los niveles de sCr
y BUN con la expresion relativa de los ARNm de GRP78, CHOP y XBP1, es decir,
gue una mayor lesién renal corresponde a una mayor expresion de GRP78, CHOP
y XBP1. CHOP es un factor pro-apoptotico y XBP1 regula los genes implicados en
el plegamiento de las proteinas de RE, biogénesis del RE y la UPR (Bravo et al.,
2013).

Como se ha informado, existe una relacién importante entre el estrés oxidante y el
estrés de RE en la enfermedad renal (Plaisance et al., 2016; Poplawski et al., 2019;
Begum et al., 2013; Mota et al., 2015). Se sabe que la actividad de las enzimas
antioxidantes puede dafarse al presentarse un estrés oxidante por un largo plazo o
si este es muy elevado (Farhat, et al. 2018; Cecerska-Heryc, et al. 2021), y, ademas,
el estrés oxidante genera dafio a las proteinas haciendo modificaciones
estructurales o dando lugar a la desnaturalizacién de receptores, proteinas de

transporte, enzimas, etc. (Sharapov, et al. 2021).

Con todo esto, se midio la actividad de tres enzimas antioxidantes, GR, CAT y GST
para tener una idea del grado de estrés oxidante que se pueda estar generando en
los modelos de IRA estudiados en este trabajo. GR es la enzima responsable de
mantener las concentraciones de GSH reduciendo al GSSG (Cecerska-Heryc, et al.
2021). De igual modo, GST participa en la reduccion de hidroperoxidos utilizando
GSH como reductor (Sharapov, et al. 2021), eliminan el GSSG producido por la
reduccion de H202 y participan en la segunda fase de desintoxicacién por

xenobioticos (Cecerska-Heryc, et al. 2021).

Por otro lado, la enzima CAT es la encargada de transformar dos moléculas de H202
en dos moléculas de agua y una de oxigeno. Debido a que el H202 se genera a
partir del metabolismo aerobio, es importante poder oxidar esta molécula a

moléculas no reactivas (Glorieux y Buc, 2017).
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Las tres presentaron una disminucion significativa en su actividad en ambos
modelos a excepcion de la GST que no mostré cambios significativos en el modelo
de CP. Esto confirma que el estrés oxidante en la célula es caracteristico de la IRA,
lo que corresponde a lo descrito en varios trabajos anteriores (Gupta et al., 2012;
Gallegos-Sanchez, 2019; Aparicio-Trejo, 2020; Gémez-Sierra, 2022). Sin embargo,
Gupta et al. (2012), no observarén cambio significativo en la actividad de GST

después de la administracion de AF.

Si el estrés oxidante es caracteristico de la IRA, se buscoé confirmar que existe una
relacion entre este y el dafio renal y para ello analizamos las tres enzimas
antioxidantes (GR, CAT y GST) y los niveles de sCr y BUN. En el modelo de AF
observamos una correlacion significativa en la actividad de la GST y los dos
marcadores de dafio renal, mientras que CAT sélo presenté correlacion con BUN.

Por otro lado, en el modelo de CP, GR tuvo correlacion significativa con los
marcadores de dafio renal y la CAT present6 correlacion solo con el marcador de
sCr. Encontrando que cuando existe una lesion renal la actividad de estas enzimas

disminuye.

Por ultimo, analizamos la relacién que existe entre el estrés de RE y el estrés
oxidante. En el modelo de AF sélo GRP78 se correlacioné significativamente con
las tres enzimas de manera negativa, al igual que PERK con la GR. Los demas
marcadores no mostraron ninguna relacién entre ellos. En el modelo de CP, la
actividad de la enzima GR si mostré una correlacion significativa con GRP78 y la
actividad de la CAT también tuvo una correlacion significativa con GRP78 y CHOP.
Solo GST no mostro una correlacion significativa con ninguno de los ARNm de las

proteinas involucradas en la UPR activada por el estrés de RE.
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10. Conclusiéon

En el modelo de IRA inducida por AF con una dosis Unica de 300 mg/kg con un
tiempo de 24 h, algunas proteinas involucradas en la UPR no aumentan su
expresion como respuesta a la induccion de IRA. Solo la proteina GRP94 present6
un aumento en su expresion. Al estar involucrada en otras vias de respuesta al
estrés y su actividad como chaperona, parece ser suficiente para contrarrestar el

estrés de RE provocado por este modelo de IRA.

En el modelo de IRA inducida por CP con una dosis Unica de 7.5 mg/kg con un
tiempo de 72 h, la UPR se activa como respuesta al estrés de RE. EXxistié una

correlacion significativa entre la lesion renal, el estrés de RE y el estrés oxidante.

Estos datos permiten concluir que la via de estrés de reticulo endoplasmico es muy
dindmica y la célula tiene otros mecanismos para recuperar su homeostasis. El
estrés oxidante tiene un papel importante en la IRA y éste es proporcional al dafio
renal existente. Mientras que la relacion entre el estrés oxidante y el estrés de RE

no esta del todo identificada.

11. Perspectivas

Se propone aumentar el nimero de individuos en ambos modelos para continuar

con el analisis de estos y otros marcadores de estrés de RE.

Cambiar las dosis de los compuestos de AF y CP para la induccién de IRA.
Generar la IRA y colectar las muestras a diferentes tiempos para averiguar si el

estrés de RE se activa de manera dependiente del tiempo.
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