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RESUMEN

Las enfermedades renales suponen en la actualidad una frecuente causa de muerte, ademas de ocupar
gran parte del presupuesto anual de Sanidad, principalmente en los tratamientos de dialisis y
trasplante. Cabe destacar la enfermedad renal cronica (ERC) en la que se produce una disminucion
lenta e irreversible de la funcién renal, pudiendo llegar a la pérdida completa del 6rgano. Esta
enfermedad aparece tras sucesivos dafos reversibles en el rifidn, calificados como dafio renal agudo
(DRA) en sus tres posibles formas (pre-renal o funcional, renal o parenquimatoso y post-renal u
obstructivo) en este estadio la enfermedad es relativamente facil de tratar, sin embargo el problema
radica en la ausencia de sintomas y signos que alerten de la presencia de un dafio. Todo este proceso
de transicion hacia la enfermedad cronica conlleva un fuerte proceso de fibrosis acompafiado de una
retahila de sintomas que representan los dafios consecuencia de ello. En este trabajo se estudian dos
proteinas; fibronectina y colageno tipo | ambas son moléculas producidas por la matriz extracelular
de diferentes tipos celulares en condiciones fisiol6gicas y de manera aberrante en situaciones
patoldgicas como la que se estudia. EI objetivo de este trabajo recae en determinar si estas proteinas

pueden catalogarse como posibles marcadores de fibrosis renal.

ABSTRACT

Kidney diseases are currently a frequent cause of death, in addition to occupying a large part of the
annual health budget, mainly in dialysis and transplant treatments. It is worth highlighting chronic
kidney disease (CKD) in which there is a slow and irreversible decrease in kidney function, leading
to complete organ loss. This disease appears after successive reversible damage to the kidney, known
as acute kidney injury (AKI) in its three possible forms (pre-renal or functional, renal or parenchymal
and post-renal or obstructive) at this stage the disease is relatively easy to heal. However, the problem
lies in the absence of symptoms and signs that warn of the presence of damage. All this process of
transition to chronic disease involves a strong process of fibrosis accompanied by a string of
symptoms that represent the damages resulting from it. In this project two proteins are studied;
Fibronectin and type | Collagen, both molecules are produced by the extracellular matrix of different
cell types under physiological conditions and aberrantly in pathological situations such as the one
under study. The aim of this project lies in determining if these proteins can be classified as possible

markers of renal fibrosis.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades renales presentan especial importancia a nivel mundial debido a su gran impacto
sobre la salud de las personas, convirtiéendose en una importante causa de mortalidad. Recientes
estudios hablan de que algunas enfermedades renales como la enfermedad renal crénica, de la que
hablaremos més adelante, afecta a uno de cada siete adultos en Espafia, teniendo una prevalencia
mayor de la esperada y que va a la par con la observada en paises como Estados Unidos.!

Un estudio en 2013 del Estudio de la Carga Global de las Enfermedades estimé que 956.200 del total
de las muertes a nivel mundial se atribuian directamente a las enfermedades renales en sus Gltimos
estadios, ademas en este mismo afio se le atribuy6 el puesto nimero 19 dentro de las mayores causas
de mortalidad?, lo que nos indica la importancia de continuar investigando nuevas formas de

prevencion, deteccion precoz y tratamiento.

Los rifiones tienen un papel fundamental ya que no solo filtran sustancias toxicas derivadas del
catabolismo (principalmente productos nitrogenados orgénicos) y reabsorben agua e iones, regulando
asi el volumen y la composicion de los liquidos internos, sino que también forman parte de la
regulacién endocrina de procesos esenciales para el correcto funcionamiento y la homeostasis del

organismo, como son la hidratacion, la presion arterial y el metabolismo del calcio.

Dos de las enfermedades renales méas frecuentes se definen en funcion de la rapidez con la que

aparecen y el tiempo que perduran (dafio renal agudo y enfermedad renal cronica).

1.1 Dafio renal agudo (DRA)

El dafio renal agudo (DRA) se define como el deterioro o la disminucion rapida de la funcién renal,
observandose una elevacion de la creatinina plasmatica en el curso de dias y es potencialmente
reversible. Se estima que al menos el 10% de los pacientes hospitalizados presentan esta enfermedad,
mientras que puede aparecer hasta en el 50% de los pacientes ingresados en las unidades de cuidados
intensivos (UCI).2

1.1.1 Tipos de DRA

Dentro del DRA existen tres tipos en funcion del lugar donde se encuentra la alteracion:
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DRA pre-renal o funcional (50%), causa mas frecuente de DRA, no hay una lesion estructural, sino
que se trata de un fallo funcional, por tanto es reversible, y principalmente se origina por una
hipoperfusion renal que afecta a la presion que llega al glomérulo.* Esta disminucion del riego
sanguineo puede ser producida por diversos factores como hipovolemia secundaria a otra afeccion,
como por ejemplo la deshidratacion o hemorragia. Estos factores pueden tener causa iatrogénica, ya
que los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina Il (IECAs) inhiben la sintesis de prostaglandinas y bloquean el sistema renina-

angiotensina-aldosterona que regulan la funcion renal.>®

DRA renal o parenquimatoso (40%), en este caso si hay una causa estructural, es decir, un dafio en
la estructura del rifion.* Las causas se dividen en tres posibles condiciones: (1) alteraciones vasculares
gue provocan lesion en los capilares glomerulares, (2) afecciones que dafian el epitelio tubular renal
(p.€j. necrosis tubular), la méas frecuente y por altimo (3) dafios en el intersticio renal (tejido conectivo
compuesto por células que producen su matriz extracelular, dando soporte a las diferentes estructuras
que conforman los rifiones). Esta clasificacién hace alusion a los sitios donde se produce la alteracion
0 dafio inicial, sin embargo, se ha observado que el dafio puede comenzar en un punto y acabar

afectando al resto de estructuras.>®

DRA post-renal u obstructivo (10%), alteracion retrégrada de la funcién renal, impidiendo el

correcto filtrado o la excrecion de orina causado por una obstruccion.*

- Obstruccion intratubular

Una de las principales causas es la diabetes ya que en estos enfermos se produce la acumulacion de
glucosa en las paredes de la arteria eferente del glomérulo, provocando el estrechamiento de la luz
del vaso y la rigidez de este, un proceso denominado arterioesclerosis hialina. Todo ello crea una
obstruccién que dificulta la salida de la sangre filtrada por la nefrona, de manera que esta retorna al
glomérulo aumentando la presion y dandose hiperfiltracion. Las células mesangiales presentes para
dar soporte al glomérulo, responden con un aumento en la produccion de matriz extracelular (MEC),

lo cual aumenta el tamario del glomérulo que se atrofia y pierde la funcién.®’

- Obstruccioén ureteral

Otra de las principales causas de DRA obstructivo es la obstruccion de los uréteres que provoca un

flujo retrogrado de la orina; esta, al no ser expulsada se almacena en los rifiones provocando su
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distension, dando lugar al sindrome hidronefrotico. Las enfermedades de la prostata son causa
frecuente de obstruccion ureteral en ancianos.?°
La obstruccion ureteral unilateral (OUU) se realiza mediante un procedimiento quirdrgico muy

comun, que se lleva a cabo para la obtencion de modelos animales de fibrosis para experimentacion.

A pesar de que esta clasificacion es la que se emplea actualmente, se plantean nuevos estudios que
permitan afinar mas el criterio, de forma que se habla de descripciones sindrémicas méas especificas
en las que se tiene en cuenta dentro del diagndstico el resto de afecciones causadas por o causantes
del dafio renal. Entre otras se encuentran DRA hepatorrenal®, DRA cardiorenal*! y sepsis asociada a
DRA'?,

Ahondar en los mecanismos, causas y consecuencias de cada caso, permitira obtener un sistema de
personalizacion del tratamiento para dispensar al paciente el tratamiento individualizado que mas se

adecue a su situacion.

1.2 Transicion de dafio renal agudo a enfermedad renal crénica (ERC)

Algunos autores denominan a esta transicion enfermedad renal aguda (ERA), pero por el momento
no existen evidencias que clarifiquen y definan cuando se produce la transicion de DRA a ERC y
cudles son los mecanismos que participan, por ello se ha llegado a un consenso que estipula que
cuando la TFG se mantiene por debajo de 60 ml/min/1.73 m? durante un periodo superior a tres meses
se puede hablar de ERC.%3

Se han propuesto una serie de mecanismos que, de manera conjunta, pueden ser los responsables de
esta transicion; la pérdida de nefronas causada por la hipertrofia glomerular (entre otras causas),
lesion del endotelio con rarefaccion vascular e hipoxia, que induce la liberacion de factores que
provocan inflamacion del tejido y activacion de fibroblastos, provocando la acumulacién de tejido
fibrético, desencadenando un proceso anormal de reparacion de los tejidos que han sufrido una lesion,
ademas se producen cambios epigenéticos en los ciclos celulares de las células que conforman los
epitelios. 1*1° Por ello se cree que la hipoxia y el proceso de fibrosis, en el que se comienza a sustituir
el tejido funcional por tejido fibrético, son los mecanismos realmente importantes en la progresion

de la enfermedad renal.
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Cuando se produce la pérdida irreversible de la funcién de algunas nefronas, las que permanecen
funcionales comienzan a recibir mayor cantidad de flujo como mecanismo de compensacion,
ocurriendo lo que se denomina hiperfiltracion glomerular, de forma que la tasa de filtracion
glomerular (TFG) aparentemente se mantiene similar a la TFG de una persona sana. Este exceso de
funcidn lleva finalmente a la esclerosis de los glomérulos, perdiéndose asi la funcion de dicha nefrona.
Este ciclo continda hasta que se van perdiendo progresivamente el resto de nefronas, dando lugar a
una disminucion de la TFG, hasta llegar a la pérdida total de la funcion renal 61

Uno de los principales problemas de esta enfermedad, recae en que la progresién a ERC cursa en la
mayoria de los casos de manera asintomatica, debido a que el principal parametro que se emplea
como diagndstico en clinica, la creatinina plasmatica, vuelve a retornar a sus valores normales a pesar
de que pueda seguir habiendo algun tipo de lesion renal. Lo cual hace pensar que el rifién se ha

recuperado, pero lo que puede estar ocurriendo es una transicion hacia algo peor.%

Reparacion del tejido

Rifi6n sano Dafio tubular Rifi6n lesionado Rifién reparado

/ﬂ’\

Activacion células endoteliales

Resolucion del infiltrado inflamatorio

Obstruccién tubular

Reclutamiento de leucocitos

Dafio vascular

Reparacion endotelial Rifién
y regeneracion cicatrizado

Reparacién incompleta y fibrosis

Figura 1: Mecanismos de reparacion maladaptada tras un DRA desencadenando el envejecimiento prematuro
del rifion dando lugar a ERC (traducido y adaptado de Ferenbach y Bonventre, 2015).

En esta imagen, se representan algunos de los mecanismos que estan involucrados en la lesion inicial

del tejido, que posteriormente podra ser reparado, recuperando asi su funcionalidad. En caso de que

5
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se lleve a cabo una reparacion incompleta o una maladaptacion, se desarrollard un proceso fibrético

que desencadenara una ERC.1°

1.3 Enfermedad renal crénica

La ERC se define como la pérdida lenta e irreversible de la funcion renal caracterizada principalmente
por una disminucion de la TFG aproximadamente inferior a 60 ml/min/1.73 m? durante un periodo de

tiempo de al menos tres meses.*®

La ERC comUnmente esta asociada a otras enfermedades, como la enfermedad cardiovascular y la
diabetes, y se asocia a un mayor riesgo de mortalidad. Esta enfermedad ha aumentado su prevalencia
en las Gltimas décadas, convirtiéndose en un problema de salud publica de interés mundial. A pesar
de que estas dos son las causas mas frecuentes, existen otras como la vasculitis renal,
glomerulonefritis infecciosa, alteraciones genéticas, obstruccion ureteral y enfermedades
autoinmunes, que también son causantes de ERC.Y

En Espafia, se estima que entre el 9 y el 10% de la poblacion presenta esta enfermedad y de ellos
aproximadamente el 1% (mas de 50000 personas) se encuentra en la fase terminal que requiere diélisis
y/o trasplante de rifion, lo cual reduce drasticamente la esperanza de vida del paciente, y ademas
suponen unos de los tratamientos mas caros de los sistemas publicos de salud.

Segun la OMS, se estima que ésta junto con el resto de patologias cronicas supone el 75% del gasto
sanitario, calculandose que cada tratamiento de hemodialisis tiene un coste medio anual por paciente
de 46.659,83€ y el coste medio anual de un paciente en dialisis peritoneal es de 32.432,07€. De esta
forma, el tratamiento de la ERC en todos sus estadios supone un 3% del presupuesto anual de salud
que se prevé en aumento debido a la elevada esperanza de vida de los espafioles y de los habitantes
de los paises de nuestro entorno socioeconémico, dando lugar a una poblacion cada vez mas

envejecida y con mas enfermedades cronicas.*®

La prevalencia de la ERC se estima creciente debido, en parte, al aumento de prevalencia de otras
enfermedades asociadas a esta, como la diabetes o la hipertension y a la elevada esperanza de vida de
los espafioles, de forma que la prevalencia de la ERC aumenta hasta un 22% en mayores de 64 afos
y hasta un 40% en mayores de 80 afios*®, lo cual marca la importancia de continuar investigando para

encontrar nuevas y mejores formas de deteccion precoz.
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1.3.1 Causas y mecanismos que desencadenan la ERC

Una de las causas mas comunes de ERC es la hipoxia desencadenada por hipertension. En situacion
de hipertensién, las paredes de las arterias que irrigan el rifion comienzan a engrosarse para resistir la
fuerza que ejerce la sangre, lo que resulta en un estrechamiento del lumen y una luz del vaso méas
estrecha que implica menor llegada de sangre y oxigeno al rifién, pudiendo llegar a darse una situacion
de hipoxia en el tejido. Otra de las causas principales de hipoxia renal ocurre cuando el rifion esta
sufriendo un dafio agudo y se produce la rarefaccion de los capilares inducida por la disminucion de
factores de crecimiento vascular, como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) o por

el desprendimiento de los pericitos.?02

La falta de oxigeno comienza a provocar dafios e incluso la apoptosis de células epiteliales tubulares,
la activacion de fibroblastos y desencadenamiento de reacciones inflamatorias debido al
reclutamiento de células sanguineas en respuesta a diferentes estimulos. Todos estos factores
convergen en un proceso de fibrosis tdbulo intersticial, que a su vez agrava la falta de oxigeno; de
esta forma, se dice que la fibrosis tdbulo intersticial y la hipoxia conforman un circulo vicioso que

desencadena la aparicion de ERC.?2

En esta situacion, determinados tipos celulares como los macréfagos m1 y los neutréfilos, comienzan
a dafar el glomérulo, a inducir la apoptosis celular y a secretar factores de crecimiento, que van a
inducir la desdiferenciacion de las células mesangiales a estados mas inmaduros, los mesangioblastos
gue comenzaran a producir en exceso proteinas de la MEC, lo cual nos lleva al siguiente mecanismo

desencadenante de la enfermedad renal crénica: la fibrosis renal.?

La fibrosis se puede definir como la acumulacién de proteinas procedentes de la MEC, resultado de
una recuperacion anormal o cicatrizacion defectuosa frente a una lesion. La MEC es un entramado
de moléculas principalmente estructurales y de adhesidn, entre las que se encuentran: polisacaridos
como los proteoglucanos, glucosaminoglucanos y glicoproteinas y proteinas como colageno (tipo I,
tipo 111 y tipo V), elastina, fibronectina y laminina.??

En rifiones sanos no se observa la presencia de miofibroblastos, sin embargo si se encuentran sus
precursores, los fibroblastos (tipo celular presente en el tejido conectivo, cuya funcion principal es la
de sintetizar los componentes y mantener la MEC), que aparecen en los espacios intersticiales y

comenzaran a multiplicarse en respuesta a un estimulo, principalmente el factor de crecimiento

7
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transformante B1 (TGF-B1) ?#?° hasta transformarse en miofibroblastos que seran los responsables
principales del proceso de fibrosis junto con las células tubulares epiteliales que se transforman en
células mesenquimales?®, que daran lugar al tejido conectivo. Recientemente se ha visto que los
pericitos constituyen una de las fuentes principales de miofibroblastos; la activacion de los pericitos
hace que estos migren hacia el espacio intersticial, de manera que se desanclan de los capilares a los
que apoyaban provocando la pérdida de los mismos. De esta forma, los pericitos libres proliferan y
se transforman en miofibroblastos.?’

Los miofibroblastos son fibroblastos especializados que retnen ciertas caracteristicas de los
fibroblastos y de las células musculares lisas. Estas células presentan un papel fundamental en los
procesos de inflamacion, reparacion y cicatrizacion de los tejidos.

El continuo acimulo de proteinas de la MEC genera cicatrices fibrosas que distorsionan la estructura

del rifion, dificultando su funcion hasta llegar a perderla por completo.?

Rifién sano

Factores epigenéticos
Parada en G2/M

— Fibrosis
progresiva

Miofibroblastos Inflamacion
o cronica

K | Pérdida tubular

Deposicion fibras  Secrecidn de factores
de colageno profibréticos

del rifion dando lugar a ERC (traducido y adaptado de Ferenbach y Bonventre, 2015).

En esta imagen se puede observar cdmo se va produciendo la transicion y el papel que juegan los

diferentes tipos celulares en este procedimiento.
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Los pericitos inicialmente estan adheridos al endotelio de los vasos y comienzan a despegarse, a
proliferar y adquieren forma mas alargada hasta convertirse en miofibroblastos. Por dltimo, se ve
como los miofibroblastos comienzan a producir MEC en la que destacan las fibras de colégeno.

La problematica de este proceso patolégico de reparacion del tejido en respuesta a una lesion recae
en que esta situacion es progresiva e irreversible, de forma que no se sustituye el tejido fibrotico por

nuevas células funcionales, perdiéndose asi la funcionalidad.®

1.3.2 Papel del colageno en la ERC

Se ha observado que la proteina estructural de mayor importancia cuantitativamente en situacion
patoldgica es el coladgeno de tipo I, por ello va a ser el principal protagonista de este trabajo. El
colageno tipo | promueve, junto a otros factores, la transdiferenciacion epitelio-mesenquimal 2°, un
proceso en el que se produce la rotura de las uniones entre las células epiteliales que se desprenden
de los tubulos, de manera que pierden su polaridad apical-basal, transformandose en fibroblastos que
comienzan a sintetizar MEC favoreciendo el proceso de fibrosis. Este proceso de transdiferenciacion

ocurre generalmente en condiciones patoldgicas.*

Ademas del colageno tipo I, en este estudio se va a analizar la presencia de fibronectina como
marcador de transicion a ERC. La fibronectina es una glucoproteina que forma parte de la MEC
uniéndose a otras proteinas y moléculas de adhesion para ayudar a mantener la estructura de la célula
y de los tejidos. Colageno tipo I y fibronectina son los componentes mayoritarios de la MEC

sintetizada en condiciones patoldgicas.®

1.4 Consecuencias de la pérdida de la funcion renal (manifestaciones clinicas)

La disminucion de la TFG conduce a un aumento en la retencién de sodio y agua, que son excretados
de manera anormal por los rifiones, aumentando la presion arterial y la posibilidad de sufrir edemas,
principalmente debido a un incremento en la volemia.®!

También vamos a observar un aumento de la concentracion de potasio, ya que este tampoco va a ser
excretado, lo que provoca debilidad muscular y cambios en el electrocardiograma, es decir,
alteraciones del ritmo cardiaco.®!

Otra consecuencia muy comun de la pérdida de funcion renal es la acidosis metabdlica causada por
la dificultad para eliminar hidrogeniones y la disminucion de la amoniogénesis tubular, pudiendo

llegar a la descalcificacion de algunos huesos.*!



Evaluacion de marcadores en la progresion de DRA a ERC

Cuando se produce la pérdida de funcion de las nefronas, los rifiones dejan de producir la hormona
calcitriol, fundamental para el metabolismo del calcio, de manera que disminuye la reabsorcion de
calcio, lo que da lugar a patologias como hiperparatiroidismo secundario. El déficit de esta hormona
también tiene como consecuencia la pérdida o disminucion de la absorcién de calcio en el intestino,
lo cual lleva otras consecuencias asociadas.®!

Ademas, la disminucion de la TFG va a originar una disminucion de la excrecién de sustancias de
desecho y por tanto la acumulacién de las mismas en la sangre, provocando asi azotemia, entre otras

alteraciones.®!

En conclusién, vista la prevalencia que tiene la ERC y la dificultad de diagndstico, ya que no
comienza a presentar signos y sintomas claros hasta estadios muy avanzados, es preciso conocer y
comprender el periodo de transicion de DRA a ERC con el fin de obtener métodos de diagnostico
precoz, de manera que no se permita la progresion hacia la enfermedad cronica pudiendo asi impedir
el desarrollo de la enfermedad. Visto ademas que la fibrosis constituye uno de los mecanismos
etioldgicos mas importantes que desencadenan la ERC, en este trabajo se estudia y evalla la presencia
de algunas moléculas que componen la MEC en el curso de la transicion a la enfermedad, con el fin

de analizar la evolucion temporal de marcadores de fibrosis renal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

El objetivo general de este Trabajo de Fin de Grado es el estudio de la evoluciéon temporal de

marcadores de fibrosis tisular que permitan caracterizar la transicion de DRA a ERC.

2.2 Objetivos especificos

- Evaluacion de la expresion de colageno tipo | como marcador de evolucién temporal de

fibrosis renal en la transicion de DRA a ERC.

- Evaluacion de la expresion de fibronectina como marcador de evolucion temporal de fibrosis

renal en la transicion de DRA a ERC.
Para el desarrollo de estos objetivos, hemos utilizado un modelo experimental in vivo de transicion

de DRA a ERC (que se describe a continuacion, seccion de Métodos) que combina un dafio

nefrotoxico (inducido por cisplatino) con otro dafio inducido por isquemia/reperfusion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

Salvo en los casos concretos en los que se indica procedencia, todos los reactivos se obtuvieron en
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia)

3.2 Métodos

- Modelo animal de transicion DRA a ERC

Para este trabajo se utilizaron ratas Wistar macho con un peso que oscila entre 230 y 270g
proporcionadas por el Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca.

Estas ratas fueron sometidas a varias intervenciones experimentales para inducirles DRA:
administracion por via intraperitoneal del farmaco toxico cisplatino (CDDP5)% e isquemia con
reperfusion durante 60 minutos (I/R60°) *3. Los animales se mantuvieron tanto en jaulas estandar en
las que pueden moverse libremente, como en jaulas metabolicas, siendo estas necesarias para tomar
muestras de heces y orina. Las condiciones de temperatura y humedad en las que se mantenian a los
animales, al igual que el estado de salud de estos, fue controlado en todo momento segun lo dispuesto
en el reglamento y aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

El cisplatino (CDDP) es una de las drogas antineoplasicas mas usadas en quimioterapia frente a
tumores sélidos, no obstante, se ha observado que se trata de una potente nefrotoxina llegando a
provocar dafios renales y favoreciendo la progresion de DRA a ERC; se ha visto que en el 30% de
los pacientes tratados con cisplatino se observaba algun tipo de DRA. Esto ha ocasionado que a pesar

de ser un farmaco muy eficaz se deba limitar su dosis.*?

La lesion por isquemia/reperfusion en el rifidén ocurre cuando se produce una disminucion repentina
pero mantenida del flujo sanguineo en el rifién lo cual ocasiona tanto la pérdida de nutrientes y
oxigeno, como la dificultad para poder excretar las sustancias de desecho de la sangre. Esta lesion
trae consigo estrés oxidativo e inflamacion en respuesta a la hipoxia y la reperfusion. Todo ello

implica la pérdida transitoria de la funcion renal 3
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Se trabajé con un total de 92 ratas que han sido divididas en 9 grupos experimentales en funcion de
las intervenciones a las que fueron sometidas. Para este proyecto hemos trabajado con cuatro grupos
experimentales que se detallan a continuacién (Tabla 1).

Tabla 1. Grupos experimentales.

Grupo control CTRL-SHAM-CTRL
Grupo con un solo dafio (cisplatino) CDDP5-SHAM-CTRL
Grupo con un solo dafio (isquemia) CTRL-I/R60’-CTRL
Grupo con triple dafio CDDP5-I/R60’-1/R60’
Grupo “doble dafio” * CDDP5-I/R60’-CTRL*

CDDP5: Cisplatino dosis 5mg/Kg de peso, CTRL: control, I/R60’: isquemia con reperfusion durante 60
minutos, SHAM: cirugia de simulacién. Elaboracion propia.

El grupo control recibi6 inyecciones de solucion salina en el dia 0 e intervencion “sham” el dia 8 en
la que se simula el proceso de isquemia omitiendo el clampaje de la vena.

Al grupo con un solo dafio CDDP5 se le administro en el dia 0 una dosis de CDDP5 de 5mg/kg de
peso y se le sometio en el dia 8 a la intervencion “sham”.

El grupo con un solo daiio I/R60’ recibid inyecciones de solucidon salina en el dia 0 y se le sometio
el dia 8 a una intervencidon isquémica durante 60 minutos con reperfusion en el rifion izquierdo.

Al grupo con triple dafio se le administro en el dia 0 una dosis de CDDP5 de 5mg/kg de peso, el dia
8 se le sometid a una intervencion isquémica durante 60 minutos con reperfusion en el rifion izquierdo
y el dia 25 se le someti6 a una intervencién isquémica durante 60 minutos con reperfusion en el rifion
derecho.

El dia 20 y dia 56 se sacrificaron algunas ratas para la extraccion de sus rifiones.

- Administracion del farmaco

La administracion tanto de las diferentes dosis de CDDP como de suero salino se llevan a cabo por
via intraperitoneal. EI mismo dia que se va a realizar la administracion, se debe preparar el farmaco
y calcular las dosis, para ello se debe pesar de manera individual cada rata para poder asi establecer

la dosis adecuada en cada caso.

* Dado que el primer sacrificio se llevé a cabo el dia 20, las ratas del grupo triple dafio todavia no habian sido
sometidas a la segunda isquemia en el rifién derecho, por ello en los analisis del dia 20 se van a considerar
como grupo de doble dafio.
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- Isquemia con reperfusion

Para llevar a cabo este tipo de intervencion los animales son anestesiados con una mezcla de
ketamina/xilacina en una dosis de 80/10 mg por Kg de peso, por via intraperitoneal. Desde el
momento en que el animal es anestesiado se mantiene sobre una manta térmica a 37° para evitar que
baje su temperatura corporal. Este anestesico debe ser preparado el mismo dia de la intervencion. La
intervencion se lleva a cabo realizando una incision en la linea alba para localizar y aislar el rifidn 'y
en concreto su pediculo vascular, que se clampara durante 60 minutos para impedir el flujo sanguineo.
Transcurrido este tiempo se procede a realizar la reperfusion, para ello se libera el clampaje

pudiéndose observar como el rifidn retorna a su color caracteristico.

- Preparacion de muestras y extraccion de proteinas

Tras el sacrificio se han almacenado los rifiones en formol y se han procesado siguiendo un protocolo
para la extraccion de proteinas: para ello se golpean los rifiones previamente congelados a una
temperatura de -80° con un martillo y se pesan, todo ello en hielo seco para evitar que se deteriore el
tejido.

Para la preparacion del tampon de lisis se prepara un stock inicial de tampon que se debera dejar
reposar antes de afiadirle los inhibidores. La composicién para 100mL de preparado consta de: 4,7mL
de NaCl 3M, 2mL de EDTA 0,5M, 10mL de Glicerol, 1mL de IGEPAL CA-630, 2mL de Tris 1M
pH7,5 y agua MQ hasta enrasar. Aproximadamente 24 horas después, una vez que haya reposado el
tampdn de lisis, se afiade un preparado de inhibidores de proteasas y fosfatasas compuesto por: 1mL
de leupeptina 1mg/mL, 200uL de aprotinina 1mg/mL, 1mL de PMSF 100mM, 5mL NaF 0,5M vy
ImL de NasVOs 100mM. Esto se debe hacer justo en el momento de uso ya que los inhibidores de
proteasas y fosfatasas se degradan con rapidez.

Se tomaron aproximadamente 100ug de cada rifion depositados en tubos eppendorf previamente
etiquetados y para dicha cantidad de tejido se afiadieron 1000ul de la solucion de tampon de lisis
junto con los inhibidores preparada antes de la extraccién y mantenida en nevera a 4°C. En cualquier
parte del procedimiento en la que esté implicado el tejido se debe realizar en hielo seco por el motivo
ya descrito.

Para proceder a la extraccion de proteinas en los propios tubos eppendorf se homogenizan las
muestras con el homogeneizador Kinematica Polytron PT 1300D Fisher scientific. Una vez
homogeneizadas todas las muestras se centrifugan a 21.000 g y 4°C durante 15 minutos. Después se

recoge el sobrenadante.
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De estas muestras se han obtenido alicuotas que fueron almacenadas a -20°C para su inmediata

utilizacion, mientras que la parte restante de las muestras se almacenaron a -80°C.

- Técnica colorimétrica de valoracion de proteinas segun el método Lowry

Se realiz6 la técnica de deteccion de proteinas por el método Lowry con el fin de determinar la
concentracion de proteinas de cada muestra y hacer las diluciones necesarias para tener la misma
concentracion de proteinas en todas las muestras (50ug). Se hizo una recta patron o de calibrado de
9 puntos con concentraciones crecientes partiendo de un blanco, a partir de una solucion estandar de
albUimina bovina sérica (ABS) (2mg/ml), de manera que la concentracion de cada una de las muestras
se extrapola de los valores de absorbancia frente a concentracion de la recta patron.

- Técnica semicuantitativa de deteccion de proteinas Western Blot (\WB)

Se ha realizado la técnica de WB segln protocolo de la casa comercial Bio Rad (Madrid, Espafa)
para evaluar dos posibles marcadores de fibrosis; coldgeno de tipo | y fibronectina.

Ha sido necesario afiadir ciertas modificaciones en el procedimiento para llevar a cabo esta técnica
segun dicho protocolo, ya que el protocolo “estandar” no nos permitia identificar correctamente la

banda de colageno debido a la inestabilidad de esta molécula.

- Modificaciones WB de colégeno |

Debido a la inestabilidad de la molécula de colageno I, se emplearon condiciones no desnaturalizantes
y no reductoras, de forma que se utiliz6 un tampdn de carga 4X compuesto por ImL de glicerol al
40%, 0,5mL de azul de bromofenol al 0,05%, 2,5mL de SDS al 8% y 0,2mL de 3-mercaptoetanol.
Sin embargo, para realizar esta técnica omitimos el -mercaptoetanol, ya que se trata de un compuesto
gue actlla como agente reductor de los puentes disulfuro, de manera que facilita la desnaturalizacion
y el desplegado completo de las proteinas. Ademas de omitir este compuesto en el tampon de carga,
no se calentaron las muestras antes de cargarlas, dado que el anticuerpo primario (Collagene 1 Abcam
ab34710 dilucion 1:1000 1% en una solucién de ABS diluida en agua MQ, suero bovino fetal (SBF)
y Tween (tensioactivo utilizado como detergente)) reconoce un epitopo en la estructura terciaria del
colageno y su estabilidad térmica es de aproximadamente 10°C, por ello siempre se debian mantener
las muestras en hielo y evitar el contacto con sustancias reductoras que alteren la estructura terciaria

de la proteina.
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- WAB de colageno tipo |

En un principio iniciamos los experimentos utilizando geles de electroforesis manufacturados en el
laboratorio con reactivos de Bio Rad, de manera que obteniamos geles de 10 pocillos. Los geles se
colocan en la cubeta y son cubiertos con tampdn de electroforesis, cuya composicion para 1L consta
de: 100mL de reactivo 10X TG (Tris Glicina), 5mL de SDS 20% y agua MQ hasta enrasar. Para llevar
a cabo la transferencia se utilizaron membranas de nitrocelulosa de Bio Rad, que deben ser
previamente activadas sumergiéndolas 1 minuto en metanol puro y después en tampdn de
transferencia casero, cuya composicion para 1L consta de: 100mL de tampon de electroforesis 10X
(25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1% SDS, pH 8,3), 200mL de metanol puro y 700mL de agua MQ.
Una vez activadas se procede a realizar la transferencia en humedo, durante la noche, con agitador
para evitar que el tampdn de transferencia precipite, cubierto por hielo y en cadmara fria a 4° para
mantener la estabilidad del colageno y evitar que se calienten las membranas. Una vez finalizada la
transferencia, las membranas son blogueadas con una solucion de ABS diluida en agua MQ, Tween
y SBF al 5% durante aproximadamente 6 horas en cadmara fria y agitacion oscilante. Después de la
transferencia se incuba la membrana con el anticuerpo primario durante la noche y posteriormente 1
hora con el anticuerpo secundario (Goat anti-rabbit IgG SouthernBiotec 4052-05 dilucién 1:10000
3% en una solucién de ABS diluida en agua MQ, SBF y Tween).

A pesar de que esta técnica comenzaba a dar buenos resultados se empez6 a probar con geles
comerciales de Bio Rad 4%-20% Criterion™ TGX Stain-Free™ Gels y con transferencia en himedo
con las mismas condiciones. El motivo de usar geles comerciales con tecnologia Stain free es que
estos presentan en su composicion compuestos trihalo (2,2,2-Trichloroethanol) que se uniran de
manera covalente a los residuos de triptofano presentes en las proteinas cuando son expuestos a luz
UV en el ChemiDoc™ MP Imager, un sistema de imagen para detectar fluorescencia e irradiacion.
El resultado de estas uniones al triptéfano tras la excitacion va a emitir fluorescencia, lo que facilita
la visualizacion y cuantificacion de las proteinas totales que se han separado en cada carril, tanto en
el propio gel como en la membrana después de la transferencia de las proteinas, sin necesidad de

hacer tinciones y antes de la incubacion con los anticuerpos.®
Con este método, solo se pueden visualizar las proteinas que contengan al menos un residuo de

triptofano, sin embargo, diversos estudios afirman que al menos el 90% de las proteinas en los

diferentes tejidos de un organismo van a contener triptofano.
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Por otro lado, el colageno no presenta residuos de triptofano en su estructura, de manera que no se va
a visualizar con este método, no obstante ello no es un problema ya que la banda de coléageno va a
poder visualizarse cuando sea incubada la membrana con los anticuerpos primario y secundario.

Se ha observado que este método Stain free no altera la composicién de las proteinas, ni la capacidad
de union a los anticuerpos, sin embargo pudimos observar que la fotoactivacion del gel dificulta la
transferencia de las proteinas desde el gel a la membrana, siendo necesario emplear mas horas para
que se pudiera completar la transferencia; por otro lado, tras tantas horas en la cdmara fria, los geles

comerciales tendian a encogerse.

Viendo que esta técnica nos daba ciertos problemas y ademas requeria varias horas, hicimos la
transferencia con el aparato Trans-Blot® Turbo™ Transfer System de Bio Rad. Este tipo de
transferencia dura tan solo 7 minutos y se lleva a cabo en seco, pero somete a la membrana a
temperaturas muy elevadas, por ello llevamos a cabo una transferencia durante 9 minutos en la que
cada 2 minutos la interrumpiamos para enfriar la membrana y las placas del Trans Blot con tampon
de transferencia comercial cuya composicion para 0’5L es de: 100mL de Trans-Blot turbo 5X
Transfer Buffer, 100mL de metanol puro y 300mL de agua MQ. El blogueo de las membranas y la
incubacion con los anticuerpos primario y secundario se mantuvo igual. Con estas variaciones

consideramos la técnica de WB adaptada a las necesidades de este trabajo.

Todos los estudios de WB se llevaron a cabo comparando los resultados obtenidos en las diferentes
muestras frente a una recta de regresion realizada con una muestra de un lisado de tejido obtenido en
un modelo experimental de OUU (descrito en apartado Introduccion) con cuatro puntos de
concentraciones decrecientes (1:1, 1:2, 1:4 y 1:8), siendo el punto 1:1 ademas el control positivo.

- WAB de fibronectina

Los WB para detectar fibronectina se realizaron segun el protocolo de la casa comercial Bio Rad sin
introducir modificaciones, de manera que se emplearon condiciones reductoras y desnaturalizantes,
es decir, se utiliz6 tampoén de carga con B-mercaptoetanol y se calentaron las muestras para
desnaturalizar las proteinas y lograr que se muestre un epitopo de la estructura primaria que es
reconocido por el anticuerpo primario para fibronectina (Fibronectina Abcam, ab2431, 1:1000 1% en
ABS SBF-Tween). El anticuerpo secundario que se utilizd en este caso es el mismo que para el
colageno | (Goat f(AB’)2 anti-rabbit IgG(H+L)H/M ads SouthernBiotec 4052-051:10000 3% en una
solucion de ABS diluida en agua MQ, SBF y Tween).

17



Evaluacion de marcadores en la progresion de DRA a ERC

En este caso también se realizaron interrupciones cada 2 minutos durante la transferencia ya que se

observo que, aunque no afectaba a la estructura de la proteina, las membranas se veian mas limpias.

- Andlisis semicuantitativo de los WB con el programa Image Lab

Con el programa Image Lab 6.0.1 software (Bio Rad) se llevaron a cabo dos tipos de analisis:

Analisis de la absorbancia extrapolando los valores de concentracion a partir de la recta de regresion

(Figura 3). Cuando se procede a cuantificar las bandas es muy importante tener en cuenta dos factores;
la correccion del ruido de fondo y verificar que no se haya llegado al rango de saturacion, porque en
esta circunstancia el valor de las medidas no sera fiable ya que llegado el punto de saturacion los
valores por encima de éste no seran detectados, de esta forma no se podra apreciar la diferencia entre
los valores méas bajos y los valores mas altos. Esta medida se lleva a cabo en el ChemiDoc™ MP
Imager que nos va a detectar la quimioluminiscencia emitida. Esto se realiza despues de haber
incubado las membranas con los anticuerpos primario y secundario durante el tiempo y de la forma
ya descritos. Por ultimo, se incubard durante un minuto la membrana con ECL, un sustrato
quimiolumiscente basado en luminol que, junto con perdxido de hidrégeno Sigma H6520 al 3%, se
une al anticuerpo secundario emitiendo fluorescencia y permitiéndonos ver las proteinas en forma de

banda.
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Figura 3: Recta de regresion obtenida mediante el programa Image Lab. Elaboracion propia.
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Analisis de la cantidad de proteinas totales en cada carril: para llevar a cabo este tipo de cuantificacion

es imprescindible que, una vez finalizada la electroforesis y antes de realizar la transferencia, el gel,
que estara después en contacto con la membrana en la transferencia, haya sido previamente activado
durante 5 minutos en ChemiDoc™ MP Imager para lograr excitar los residuos de triptofano presentes
en las proteinas que se uniran covalentemente a los compuestos trihalo presentes en el gel, lo que,
como ya se ha explicado en el apartado anterior WB de colégeno tipo I, emitira una fluorescencia que
sera captada por el visualizador, lo que nos va a permitir observar las proteinas totales de cada carril.

La membrana también sera activada previamente durante 1 minuto con metanol puro.

Se toma una imagen de la membrana una vez finalizada la transferencia, donde se van a observar las
proteinas totales que se han separado a lo largo de cada carril, gracias a la fotoactivacion que habiamos
hecho del gel (Figura 4). Cuando ya tenemos esta imagen, procedemos a incubar la membrana con

los anticuerpos correspondientes y por ultimo con ECL y peroxido de hidrogeno. En este momento

obtendremos una imagen en la que se ha captado la quimiolumiscencia emitida en forma de bandas
(Figura 5).
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Figura 4: Imagen Stain free Blot tomada con Figura 5: Imagen Chemiluminiscence tomada con

ChemiDoc™ MP Imager después de realizar la ~ ChemiDoc™ MP Imager después de incubar la

transferencia. Elaboracion propia. membrana con los anticuerpos primario y
secundario. Elaboracion propia.

Empleando la herramienta Image Lab 6.0.1 software (Bio Rad) se van a superponer estas dos
iméagenes creando lo que se denomina una multichannel image (Figura 6), en la que se encuentran
superpuestas la imagen que habiamos obtenido de las proteinas totales en cada carril junto con la
imagen de las bandas que corresponden a la proteina que estamos buscando.
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Figura 6: Imagen multicanal tomada con el programa
Image Lab. Elaboracion propia.

Esto nos va a permitir que el programa calcule la densidad proteica total en cada carril,
correlaciondndolo con la densidad proteica en la banda que se corresponde con nuestra proteina,
obteniéndose asi un perfil en 3D de las diferentes densidades (Figura 7), este perfil va a permitir
eliminar el ruido de fondo y afinar la medida de las bandas de interés a lo largo del carril. De esta
forma el software nos va a normalizar los valores de proteina en cada banda con respecto al total de
proteina de cada carril. Este tipo de normalizacién se conoce con el nombre de “normalizacion

mediante proteinas totales”.
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Figura 7: perfil en 3 dimensiones de las diferentes densidades proteicas presentes en un carril obtenido con
el programa Image Lab. Elaboracién propia.
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Se han realizado ensayos comparativos en los que se observa como se lleva a cabo una normalizacion
mediante proteinas conocidas habitualmente como “controles de carga”, como por ejemplo la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), que es muy expresada en la gran mayoria de
tejidos, frente a la normalizacion mediante proteinas totales con la herramienta Image Lab 6.0.1
software (Bio Rad). Este estudio nos confirma que la normalizacion mediante proteinas totales resulta
un método mucho mas eficiente que la normalizacion mediante stripping de las membranas con
controles de carga, por diversas razones como la eliminacion de posibles errores en la manipulacion,
ya que esta herramienta tiene en cuenta la variacion de la intensidad de todas las proteinas, los posibles

errores al cargar las muestras y las variaciones durante la electroforesis o la transferencia.3"3®
Por todas estas razones y sobre todo porque trabajamos con un tejido que ha sido sometido a hipoxia
y esta situacion altera la expresion de algunas proteinas que se emplean como controles de carga,

hemos decidido emplear este método de normalizacién mediante proteinas totales.

- Analisis estadistico de los resultados

Una vez obtenidos los datos de concentracién de las bandas, se analizaron con el programa estadistico
GraphPad Prism. Se evaluaron por separado los datos de cada grupo en los dias 20 y 56 calculando
la media de todos los valores dentro de cada grupo teniendo en cuenta el error estandar de la media
(Media + EEM). Todos los analisis se llevaron a cabo con un Anova de via simple y un post test de
Dunnet que consiste en una comparacion multiple de cada grupo con respecto al grupo control para
determinar el grado de significacion en cada grupo.

Los datos se han calculado agrupados en tipo de proteina y dia de obtencién de la muestra. Por Gltimo
se ha realizado un estudio de comparacion empleando Unicamente los datos obtenidos del grupo de
interés, en este caso el grupo de triple dafio CDD5-1R/60-1R/60.

Modificaciones sobre el proyecto original:

Una parte del disefio experimental de este estudio se ha visto interrumpido debido al estado de alarma
decretado el 15 de marzo de 2020, como consecuencia de la pandemia provocada por el SARSCov2.
Contemplaba el analisis de las muestras obtenidas en dias 165 y 270 que ya estaban procesadas y

preparadas para hacer los correspondientes WB.

21



Evaluacion de marcadores en la progresion de DRA a ERC

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya se ha descrito en apartados anteriores, las determinaciones se corresponden a los rifiones
obtenidos los dias 20 y 56, de los grupos Sham (grupo de cirugia simulada e inyecciones de suero
salino; control), 1/R60 (grupo con una isquemia-reperfusion en el rifidn izquierdo e inyecciones de
suero salino), CDDP5-Sham (grupo con inyecciones de cisplatino y cirugia simulada) y CDDP5-
I/R60-1/R60 (grupo con inyecciones de cisplatino, una isquemia-reperfusion en el rifion izquierdo y
una isquemia-reperfusion en el rifion derecho).

Cabe destacar que, dado que en el dia 20 todavia no se habia practicado el segundo dafio con
isquemia-reperfusion en el rifion derecho, los datos del grupo con triple dafio de dia 20 se van a

considerar “doble dafio”.

Los datos de cantidad de proteina obtenidos y normalizados seguin se explica en el apartado Analisis
semicuantitativo de los WB con el programa Image Lab se agruparon en funcion del grupo y se han
representado en un diagrama de barras, de manera que se presentan varios valores de x para cada
valor de y que en este caso se correspondera con los grupos experimentales que hemos tomado para

este trabajo.

Para comenzar, se han analizado por separado los datos obtenidos de cada tipo de proteina en dias
separados y separando rifiones izquierdos de rifiones derechos.

Junto con cada grafica se encuentran las imagenes tomadas del WB en la que se marca con un
rectangulo verde las bandas correspondientes con la recta de calibrado compuesta por cuatro puntos
de concentraciones decrecientes de una muestra de lisado de OUU. En un rectangulo rojo se
representan las bandas que se corresponden con las muestras del grupo con triple dafo, ya que el

objetivo de este trabajo recae en observar la presencia de estos marcadores en dicho grupo.
Por altimo, se ha realizado un andlisis comparativo en el que se evalla la evolucién de los valores

obtenidos de cada proteina, con el fin de poder determinar si se observa una progresion de la presencia

de dichas proteinas, lo cual podria ser indicativo de transicion DRA-ERC.
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4.1 Datos colageno I rifiones izquierdos y derechos D20

Colageno | rifiones derechos D20 Colageno | rifiones izquierdos D20
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Figura 8: Expresion de colageno en los diferentes grupos cuantificada con el programa GraphPad Prism. En
el eje de ordenadas se representa los valores de concentracién y en el eje de abscisas el nombre del grupo
experimental. CDDP5: Cisplatino dosis 5 mg/Kg de peso, I/R60: Isquemia 60 minutos con reperfusion, Sham:
cirugia de simulacion. Elaboracion propia.

Para realizar este andlisis se emplearon un total de 13 ratas divididas en diferentes grupos; 5 ratas del
grupo Sham, 3 ratas del grupo IR/60, 2 ratas del grupo CDDP5 y 3 ratas del grupo CDDP5-IR/60-
IR/60.
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Figura 9: WB de Colageno | rifiones derechos Figura 10: WB de Colageno I rifiones izquierdos
D20. El recuadro verde se corresponde con la D20. . El recuadro verde se corresponde con la

recta de calibrado y el recuadro rojo son los

. g o ; recta de calibrado y el recuadro rojo son los
grupos de triple dafio. Elaboracion propia.

grupos de triple dafio. Elaboracion propia.

En este caso se observa en el diagrama de barras una clara similitud entre los valores. Era de esperar
gue en estas muestras no obtuvieramos valores elevados de colageno tipo | ya que estos rifiones no

habian sido sometidos a la segunda isquemia.
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4.2 Datos colageno I rifiones izquierdos y derechos D56

Colageno I rifiones derechos D56
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Figura 11: Expresion de colageno en los diferentes grupos cuantificada con el programa GraphPad Prism.
En el eje de ordenadas se representa los valores de concentracion y en el eje de abscisas el nombre del grupo
experimental. CDDP5: Cisplatino dosis 5 mg/Kg de peso, I/R60: Isquemia 60 minutos con reperfusion, Sham:
cirugia de simulacion. Los asteriscos indican el nivel de significacion. Elaboracion propia.

Para realizar este analisis se emplearon un total de 26 ratas divididas en dos grupos de 13 compuesto

por: 5 ratas del grupo Sham, 3 ratas del grupo IR/60, 3 ratas del grupo CDDP5 y 3 ratas del grupo
CDDP5-IR/60- IR/60. Los datos resultantes se han obtenido de la media de los dos analisis de WB

realizadas a cada grupo de 13 ratas.

Figura 12: WB de Colageno | rifiones derechos
D56. El recuadro verde se corresponde con la recta
de calibrado y el recuadro rojo sefiala los grupos de
triple dafio. Elaboracion propia.

- S

Figura 13: WB de Colé&geno | rifiones izquierdos
D56. El recuadro verde se corresponde con la recta
de calibrado y el recuadro rojo sefiala los grupos de
triple dafio. Elaboracién propia.
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Como se observa en la figura 11, el grupo de triple dafio (representado por la barra en color rojo)
presenta unos valores de expresion de colageno | muy superiores con respecto al resto de grupos. Los
asteriscos sobre la barra que se corresponde con el grupo de triple dafio nos indican que se trata de
una diferencia muy significativa con respecto al grupo control, ya que el valor de significacion
estadistica es en el caso de rifiones derechos (tres asteriscos) p=0,0001, mientras que en el caso de los
rifilones izquierdos el grado de significacion es algo menor (dos asteriscos), p=0,0012. Por otro lado,
la imagen de WB de las figuras 12 y 13 nos permite apreciar estos resultados de una forma muy clara.
Esto demuestra que los rifiones han sufrido una recuperacion inadecuada con un elevado grado de

fibrosis.

4.3 Datos Fibronectina rifilones izquierdos y derechos D20

Fibronectina rifiones derechos D20
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Figura 14: Expresion de colageno en los diferentes grupos cuantificada con el programa GraphPad Prism.
En el eje de ordenadas se representa los valores de concentraciony en el eje de abscisas el nombre del grupo
experimental. CDDP5: Cisplatino dosis 5 mg/Kg de peso, I/R60: Isquemia 60 minutos con reperfusion, Sham:
cirugia de simulacion. Elaboracion propia.

Para realizar este analisis se emplearon un total de 13 ratas divididas en diferentes grupos; 5 ratas del
grupo Sham, 3 ratas del grupo IR/60, 2 ratas del grupo CDDP5 y 3 ratas del grupo CDDP5-IR/60-
IR/60.
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Figura 15: WB de Fibronectina rifiones derechos Figura 16: WB de Fibronectina rifiones izquierdos
D20. El recuadro verde se corresponde con la D20. El recuadro verde se corresponde con la
recta de calibrado y el recuadro rojo sefiala los recta de calibrado y el recuadro rojo sefiala los
grupos de triple dafio. Elaboracion propia. grupos de triple dafio. Elaboracion propia.

En este caso, vemos unos resultados muy similares a los obtenidos en el D20 de colageno, de forma
que tanto en rifiones derechos como en rifiones izquierdos la concentracidén se mantiene similar en
todos los grupos, aunque en el caso de los rifiones derechos se observa una concentracion ligeramente
maés elevada en todos los grupos, lo cual es irrelevante ya que son variaciones minimas propias de la

experimentacion.

4.4 Datos Fibronectina rifiones izquierdos y derechos D56

Fibronectina rifiones derechos D56 Fibronectina riffiones izquierdos D56
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Figura 17: Expresion de fibronectina en los diferentes grupos cuantificada con el programa GraphPad Prism.
En el eje de ordenadas se representa los valores de concentracion y en el eje de abscisas el nombre del grupo
experimental. CDDP5: Cisplatino dosis 5 mg/Kg de peso, I/R60: Isquemia 60 minutos con reperfusion, Sham:
cirugia de simulacion. Los asteriscos indican el nivel de significacion. Elaboracion propia.
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Figura 18: WB de Fibronectina rifiones derechos
D56. El recuadro verde se corresponde con la
recta de calibrado y el recuadro rojo sefiala los

grupos de triple dafio. Elaboracién propia.
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Figura 19: WB de Fibronectina rifiones izquierdos
D56. El recuadro verde se corresponde con la
recta de calibrado y el recuadro rojo sefiala los

grupos de triple dafio. Elaboracion propia.

En este Gltimo caso, en los rifiones derechos, se observa un claro incremento de la expresion de

fibronectina en el grupo de triple dafio, con una diferencia significativa con respecto al grupo control,

en este caso el valor de significacion p=0,0197. Por otro lado, los datos correspondientes a los rifiones

izquierdos nos indican que no hay diferencias en la expresion de fibronectina entre todos los grupos.

4.5 Comparacion de la evolucion de la expresion de colageno |y fibronectina en el grupo de triple
dafio (CDDP5-1R/60-IR/60)
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Figura 20: Expresion de colageno y fibronectina en el grupo de triple dafio cuantificada con el programa
GraphPad Prism. En el eje de ordenadas se representa los valores de concentracion y en el eje de abscisas el
nombre del grupo experimental. CDDP5: Cisplatino dosis 5 mg/Kg de peso, I/R60: Isquemia 60 minutos con
reperfusion. Elaboracion propia.
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En estos graficos se ha representado la evolucion de la expresion de colageno tipo | y fibronectina
que presenta el grupo de triple dafio separando los datos obtenidos de rifiones derechos y rifiones
izquierdos. En ambos casos, tanto fibronectina como coldgeno estan presentes en el dia 20 (previo al
tercer dafio por intervencion isquémica) pero de manera muy reducida, sin embargo en rifiones
derechos se observa una concentracion algo mas elevada aunque la diferencia no es significativa. Si
analizamos los datos en el dia 56 observamos una clara elevacion de la concentracién de colageno
tipo | tanto en rifiones derechos como en izquierdos, lo que no ocurre con el caso de la fibronectina
ya que soOlo se aprecia un aumento de su expresion en los rifiones derechos aunque no resulta

estadisticamente significativo con respecto a los datos del dia 20.

CONCLUSIONES

A pesar de que este estudio se ha realizado exclusivamente en dos puntos temporales (D20 y D56),
podemos afirmar que el colageno tipo | es un buen marcador de transicion de DRA a ERC, ya que
muestra una elevacion muy clara de su expresion a lo largo del estudio. Para poder llevar a cabo un
analisis mas preciso, se deberia evaluar la expresion de esta molécula en dias méas avanzados para asi
poder observar si la tendencia creciente se mantiene o no y de esta forma determinar la utilidad de
este marcador.

Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo sobre la fibronectina, no nos dan informacién
relevante sobre su utilidad como marcador de transicion DRA a ERC, si bien es cierto que se observa
que la expresion de esta molécula es mayor en todos los grupos, desde el grupo control a los grupos
con algun tipo de dafio lo que sugiere que se trata de una molécula muy presente en condiciones
fisiologicas; por otro lado, se conoce que cuando se origina un proceso fibrético desregulado, la
expresion de esta molécula deberia aumentar, por ello es probable que si realizaramos este estudio en

dias posteriores obtendriamos mas informacion relativa al papel de la fibronectina en este proceso.

En base a los datos obtenidos se pueden extraer las siguientes conclusiones:
- El estudio mediante la técnica de WB con cuantificacion y normalizacion mediante el software
Image Lab de colageno de tipo | resulta fiable para caracterizar la transicion de DRA a ERC.
- Este mismo estudio realizado para detectar la expresién de fibronectina no parece suficiente
para determinar que esta proteina sea un buen marcador de transicion, al menos hasta el dia

56 tras el primer dafio renal.
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