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RESUMEN

La modificacion de la funcién renal por obstruccion del tracto urinario, es una condicion
conocida con el nombre de nefropatia obstructiva. La lesion renal obstructiva ocasiona
alteraciones estructurales y funcionales que afectan principalmente a los segmentos tubulares de
la nefrona. Si bien es una situacion reversible, una interrupcion prolongada del flujo de orina
(mas de 24 horas) puede provocar pérdida de nefronas, con reduccion de la tasa de filtracion
glomerular y deterioro en el manejo tubular de agua y solutos. Ademaés, cuando la obstruccion es
bilateral y completa, el dafio puede persistir incluso después de que se haya resuelto el problema.
Por lo tanto, la deteccidn temprana es extremadamente necesaria para asegurar una recuperacion
Optima de la funcion renal.

Los marcadores tradicionales utilizados en la préctica clinica para el reconocimiento de la
enfermedad renal, son poco sensibles e inespecificos. La creatinina plasmatica, por ejemplo, es
un indicador subdptimo dado que sélo considera la tasa de filtracion glomerular y los cambios
funcionales, sin tener en cuenta las situaciones subclinicas, en donde los rifiones muestran
indicios de dafio a pesar de no presentar alteraciones manifiestas de su funcion. A consecuencia
de esto, surge la necesidad de hallar nuevos biomarcadores que permitan entre otras cosas,
mayor capacidad de diagndstico, identificacion precoz del riesgo y elevada eficacia predictiva
respecto de la progresion de la enfermedad renal.

La mayoria de los biomarcadores recientemente descriptos son péptidos y proteinas de
membrana que presentan variaciones en cuanto a su distribucion tisular, la funcion, y el
momento de su liberacién después de la lesion renal. En muchas ocasiones, la pérdida de
integridad de los epitelios tubulares conduce al volcado de diferentes proteinas hacia el interior
de la luz tubular, promoviendo su aparicion en la orina. Esta situacion y el hecho de ser
moléculas en intimo contacto con el sitio de la lesion, las convierte en excelentes biomarcadores
de lesion renal, con el potencial de brindar diferente tipo de informacién.

Los transportadores de aniones organicos son proteinas integrales de membrana, capaces de
mediar el transporte de una gran variedad de compuestos, entre ellos metabolitos endogenos,
farmacos de importancia clinica y agentes xenobidticos. El Transportador de aniones organicos 5
(Oat5), el Cotransportador Na*/Dicarboxilatos 1 (NaDC1) y el Polipéptido transportador de
aniones organicos 1 (Oatpl), son algunos de los transportadores de aniones organicos mas
importantes localizados a nivel renal. Las tres proteinas se expresan en las membranas apicales

de las células del tabulo proximal, y en consecuencia son susceptibles de aparecer en el fluido
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tubular, en situaciones de dafio renal obstructivo. Por lo tanto el objetivo general del presente
trabajo de Tesis consistio en analizar la excrecion urinaria de Oat5, NaDC1 y Oatpl en un
modelo experimental de nefropatia obstructiva en ratas, para determinar su potencialidad
como biomarcadores de lesion renal obstructiva.

Para tal fin, se realizaron estudios en grupos experimentales de ratas a las cuales se les
practicé una cirugia de obstruccion ureteral bilateral (OUB) completa, de diferente duracion: 1,
2, 5y 24 horas. Luego de liberar dicha obstruccion, los animales se mantuvieron durante 24
horas en jaulas metabdlicas para la recoleccion de las muestras de orina.

En una primera instancia, se caracterizo el modelo experimental de nefropatia obstructiva. Se
observd: aumento en los niveles plasmaticos de urea y creatinina; disminucién del clearance
renal de creatinina; y aumento de las concentraciones de la Lipocalina asociada a la gelatinasa de
neutrofilos (NGAL), glucosa y proteinas totales en la orina de los animales con 5 y 24 horas de
obstruccion ureteral. Ademas, se observaron incrementos en el flujo urinario y en las excreciones
fraccionales de agua y osmoles de estos dos grupos experimentales. En paralelo, los estudios en
tejido renal revelaron aumentos del peso renal y un importante dafio en el tejido a nivel del
epitelio tubular, evidenciado mediante estudios histopatolégicos.

Luego se analizd la excrecion urinaria de los transportadores de aniones organicos Oat5,
NaDC1 y Oatpl, y se los compard con marcadores tradicionales de lesion renal, para evaluar su
potencial como biomarcadores de esta patologia. Se observd un aumento en la excrecion urinaria
de Oat5 en todos los grupos experimentales, incluso en aquellos con obstrucciones ureterales de
corta duracion (1 hora). La excrecion urinaria de NaDC1 aumenté en todos los grupos
experimentales, mostrando un patrén de incremento regular a medida que el tiempo de
obstruccion se hizo méas prolongado. El analisis de regresion permitid corroborar la correlacion
positiva entre las dos variables (NaDC1 urinaria y tiempo de obstruccion), con un alto grado de
significancia. Respecto de la excrecidn urinaria de Oatpl, s6lo se detectd banda reactiva en la
orina de los animales OUB, incluso en aquellos con tiempos de obstruccion ureteral cortos
(OUBL). Por otro lado, no se detectd sefial alguna en la orina de los animales Sham.

Segln nuestro conocimiento, este es el primer estudio que informa no so6lo la deteccion de
Oatpl en muestras de orina, sino también el primero que analiza a los tres transportadores en el
contexto de la enfermedad renal obstructiva. En contraste con los niveles plasmaticos de urea y
creatinina, el clearance renal de creatinina, la excrecion urinaria de NGAL vy el resto de los
parametros de funcion renal analizados, los niveles urinarios de Oat5, NaDC1l y Oatpl
aumentaron significativamente en todos los grupos experimentales a los que se les practicé la

cirugia de obstruccion de uréteres, incluso en aquellos con tiempos de obstruccion ureteral
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cortos. Cuando el tiempo de obstruccion fue muy corto (OUBL), los dnicos parametros
modificados fueron los niveles urinarios de Oat5 NaDC1 y Oatpl. Ni los indicadores clésicos de
funcién renal, como la urea y la creatinina, ni otros biomarcadores descritos mas recientemente,
como la NGAL urinaria, se alteraron en respuesta al dafio renal obstructivo. Por lo tanto, las
excreciones urinarias de Oats NaDCl y Oatpl podrian ser consideradas como
biomarcadores diagnostico tempranos, méas sensibles que otros para predecir la lesion
renal obstructiva. Ademas, el patron de excrecion mostrado por NaDC1 indicaria su
potencialidad como biomarcador capaz de brindar informacién acerca del tiempo
transcurrido desde el inicio del evento obstructivo.

Por otro lado, la expresion renal de las tres proteinas se encontré modificada en respuesta a la
obstruccion. En los homogenados totales de rifion, Oat5 disminuyd en todos los grupos
experimentales analizados, mientras que NaDC1 disminuy6 en OUB5 y OUB24. Por su parte, la
expresion renal de Oatpl no presento alteraciones en los homogenados renales de los animales
con OUB. Las modificaciones observadas a nivel del tejido renal podrian ser el resultado de
alteraciones en los procesos de sintesis y/o degradacion proteica ocasionados por la nefropatia
obstructiva. Ademas, el hecho de que las tres proteinas respondan de manera distinta a la
obstruccion revelaria mecanismos regulatorios diferentes para cada una de ellas, en funcion de la
gravedad del cuadro. En las membranas apicales renales, lugar donde estas proteinas se expresan
y son funcionales, Oat5 disminuyd en todos los grupos experimentales. Por su parte NaDC1
disminuy6 en OUB5 y OUB24, en paralelo con el aumento en la excrecién fraccional de citrato
de estos grupos. El citrato es un sustrato enddégeno de NaDC1 de relevancia fisioldgica, debido a
su rol como inhibidor de la formacién de calculos renales. Por otro lado, la expresion de Oatpl
en membranas aumenté s6lo en OUB24. Las modificaciones observadas en la expresion renal de
proteinas transportadoras de membrana son un hecho de relevancia clinica debido a que implican
consecuencias directas sobre el manejo renal de farmacos y metabolitos enddgenos transportados
por estas proteinas. Tales cuestiones deberian ser tenidas en cuenta, por ejemplo, a la hora de
disefiar regimenes de dosificacion y planes terapéuticos, para evitar futuras complicaciones.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis aportan nueva informacion acerca de
las modificaciones inducidas por la nefropatia obstructiva en la expresion renal y en la excrecién
urinaria de diferentes proteinas transportadoras de aniones organicos. Estos conocimientos son
de relevancia clinica debido al rol que cumplen estas proteinas en la funcion renal, y ademas,
debido a su potencialidad como novedosas herramientas no invasivas para el diagnostico

temprano de la enfermedad renal obstructiva.
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1. INTRODUCCION

1.1 Lesion renal aguda

El sistema urinario en los mamiferos estd formado por dos rifiones, dos uréteres, la vejiga
urinaria y la uretra. La orina que se forma en los rifiones es excretada pasando por los uréteres,
almacenada en la vejiga y expulsada finalmente del cuerpo a través de la uretra. Para que este
proceso se desarrolle con éxito, es necesario que los rganos mantengan su integridad estructural
y funcional, que el aporte sanguineo sea adecuado, y que las areas de almacenamiento y las vias
de paso estén despejadas. Una alteracion en cualquiera de estos factores ocasionara lo que
actualmente se conoce con el término de lesion renal aguda (LRA).

Desde un punto de vista fisiopatoldgico y dependiendo de cual sea su origen, la LRA puede
definirse como prerenal, renal/parenquimatosa o postrenal/obstructiva (Farrar A, 2018; Radi ZA,
2018):

» En la lesién prerenal existe una inadecuada perfusion renal que compromete la filtracion
glomerular. Es una respuesta fisioldgica a la hipoperfusion renal pero con el
mantenimiento de la integridad del paréngquima renal.

» La lesion renal/parenquimatosa esta asociada a un dafo tisular directo en las estructuras
anatémicas: glomérulos, tubulos, intersticios o vasos renales.

» La lesion postrenal/obstructiva se produce cuando existe un obstaculo en las vias
urinarias que impide la salida de la orina formada, provocando un aumento de la presion

que se transmite retrégradamente y que compromete el filtrado glomerular.

La LRA es una condicion ampliamente diseminada, sobre todo en los pacientes hospitalarios
(incidencia del 5-7%), y es un factor de riesgo que aumenta la morbilidad y mortalidad a corto y
largo plazo, con un tremendo impacto econdémico en términos de costos de salud.
Particularmente, en las unidades de cuidados intensivos la incidencia es mucho mas elevada,
alrededor del 25%, con tasas de mortalidad entre el 50 y el 80% (Seller-Pérez G et al., 2016;
Sevik S et al., 2019).
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1.2 Lesion postrenal u obstructiva

La LRA postrenal se conoce comunmente con el nombre de nefropatia obstructiva. El
término nefropatia obstructiva se define como el conjunto de alteraciones morfologicas y
funcionales debidas a la obstruccion parcial o completa de las vias urinarias. La expresion
uropatia obstructiva se reserva para referirse a la presencia de un impedimento a la salida del
flujo urinario, en un punto localizado entre la pelvis renal y el extremo distal de la uretra. Por
otro lado, la hidronefrosis es la condicion anatdmica caracterizada por la dilatacion del sistema
colector, los calices y la pelvis renal. La misma puede cursar 0 no con un proceso obstructivo por
lo tanto, es importante destacar que hidronefrosis no es sindnimo de obstruccion (Klahr S, 2000).

Las obstrucciones del tracto urinario se clasifican segun el grado, la duracion y el sitio de la

obstruccion:

» El grado de la obstruccion puede ser alto (obstruccion total o completa), o bajo
(obstruccion parcial o incompleta).

» La obstruccion puede ser de corta (hasta 24 h), o larga (1 a 3 semanas, 0 mas) duracion.

» La localizacion de la obstruccion puede ocurrir en el tracto urinario superior (por encima
de la unién ureterovesical) o en el tracto urinario inferior (por debajo de la unién

ureterovesical).

Las causas de obstruccion en el tracto urinario superior pueden ser de origen intrinseco o
extrinseco. A nivel intrinseco, los desdrdenes pueden ser de tipo intraluminal (célculos renales) o
intramural. Estos dltimos incluyen lesiones anatdmicas (menos frecuentes) como
estrangulaciones de uréteres, tumores, valvulas ureterales y polipos, o desordenes funcionales
(reflujo vesicoureteral, segmentos ureterales adinamicos). A nivel extrinseco, los origenes mas
comunes se localizan en el sistema reproductor, el sistema vascular, el tracto gastrointestinal o el
espacio retroperitoneal. Por otro lado, en el tracto urinario inferior, las causas de obstruccion

incluyen lesiones de la uretra, la préstata y la vejiga (Klahr S, 2000) (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Localizacién de la obstruccion y causas potenciales.

1.2.1 Incidenciay prevalencia de la nefropatia obstructiva

La nefropatia obstructiva presenta una incidencia bimodal, afectando tanto a pacientes
jévenes como a adultos mayores. Las anormalidades anatomicas son mas frecuentes en los nifios
(obstruccion de la unién ureteropélvica (UPJO), valvulas uretrales posteriores, atresia o estenosis
uretral y vejiga neuropatica), mientras que en los adultos prevalecen las anormalidades de origen
adquirido. Entre los 20 y 60 afios, la nefropatia obstructiva se observa méas frecuentemente en las
mujeres, debido fundamentalmente, a embarazo y cancer uterino. En pacientes mayores de 60
afios la tendencia se invierte, siendo mas comun en los hombres que en las mujeres, debido a

hiperplasia benigna de préstata y carcinoma de prostata (Meola M et al., 2016).

1.2.2 Fisiopatologia de la nefropatia obstructiva

En lineas generales, las disfunciones renales cursan con alteraciones tanto a nivel local como
sistemico. El riesgo de mortalidad en pacientes hospitalizados por disfuncion renal es cercano al
50-80% y mucho de este riesgo se debe principalmente a complicaciones en organos distantes al
rifidn. Los mecanismos involucrados en el desarrollo de las complicaciones extra-renales no se
conocen completamente y la mayoria de las investigaciones al respecto han sido realizadas en
modelos animales de isquemia renal y nefrectomia unilateral o bilateral (Grams ME y Rabb H,
2012; Yap SC y Lee HT, 2012; Druml W, 2014).
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En el caso particular de las nefropatias obstructivas, los defectos fisiopatologicos mas
conocidos son aquellos que afectan la integridad del rifion y su funcion (Ucero AC et al., 2010;
Truong LD et al., 2011; Mourmouris PI et al., 2014). Los efectos sistémicos de estas patologias

han sido menos estudiados.

1.2.2.1 Manifestaciones renales de la nefropatia obstructiva

Por muchos afios las obstrucciones del tracto urinario fueron consideradas meramente como
un problema fisico. Sin embargo, actualmente se sabe que los efectos de la obstruccion sobre el
rifidn son el resultado de una variedad de factores que interaccionan de manera compleja, y que
resultan en alteraciones tanto de la hemodinamia glomerular como de la funcién tubular (Ucero
AC et al., 2010; Truong LD et al., 2011; Mourmouris PI et al., 2014). En una primera fase
(aguda, 1-2 horas) la respuesta inmediata a la obstruccién es un breve periodo (minutos) de
hiperemia y un incremento en el flujo sanguineo renal. ElI aumento de la presion en el sitio
préximo a la obstruccion dilata los sistemas colectores y esta presion se transmite hacia los
tubulos distal y proximal. EI aumento de la presion en el tabulo proximal conduce a una
disminucion del gradiente de presion hidraulica neta, lo que reduce el flujo sanguineo renal y la
tasa de filtracion glomerular. En una segunda fase (intermedia, 2-5 horas), el aumento de la
presidn intratubular induce vasoconstriccion renal secundaria, a través de fendmenos humorales,
neuronales y reflejos (aumento de agentes vasoconstrictores como angiotensina Il, tromboxano
A, y prostaciclinas, y disminucion de vasodilatadores: Oxido nitrico, prostaglandinas,
endotelinas, entre otros). El flujo sanguineo renal continGa disminuyendo, lo cual puede causar
un cuadro de isquemia renal y esta disminucion de la perfusion renal, reduce ain mas la tasa de
filtracion glomerular. En una tercera fase (tardia, 24 horas) la presion dentro del tabulo proximal
aumenta notoriamente y el flujo sanguineo renal continda en descenso hasta alcanzar valores de
entre un 30-50% respecto de los observados antes de la obstruccion (Truong LD et al., 2011).

El deterioro renal iniciado por el aumento de la presion intratubular y la isquemia asociada, se
magnifica aln mas por el desarrollo secundario de inflamacion tubulointersticial, muerte celular
y fibrosis. La activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona contribuye a la respuesta
inflamatoria intersticial: infiltracion mononuclear, principalmente macrofagos y linfocitos T (Qin
T et al., 2016; Braga TT et al., 2018). La expresion local de citoquinas, quimoquinas y la
expresion de moléculas de adhesién en la membrana de las células parenquimatosas Yy
endoteliales lesionadas reclutan leucocitos en el sitio de la lesion y estas células, a su vez,

amplifican la inflamacion. El estiramiento mecénico de las células tubulares provoca la
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liberacion de mediadores inflamatorios, letales y profibréticos, lo que conduce al atrofiamiento y
eventual apoptosis de las células tubulares renales (Jang HS y Padanilam BJ, 2015; Nilsson L et
al., 2015) y al desarrollo de fibrosis intersticial. La fibrosis se caracteriza por un mayor nimero
de fibroblastos activados y la acumulacion difusa de componentes extracelulares de membrana
tales como colageno tipo I, 111 y IV, proteoglicanos y fibronectina (Samarakoon R et al., 2012;
Li Aetal., 2017; Xi W et al., 2018).

Luego de una obstruccion ureteral es comun que la funcién tubular presente anormalidades.
Ocurre una disminucion en la capacidad de concentrar la orina y de reabsorber sodio y otros
solutos como fdsforo, magnesio y calcio. También se encuentran alteradas la secrecion de
potasio y la capacidad de acidificar la orina. En conjunto, estas alteraciones se conocen con el
nombre de sindrome de “diuresis postobstructiva” (Ngrregaard R et al., 2007; Quinlan MR et
al., 2010; Danilovic A et al., 2012). Las excreciones fraccionales de sodio y agua aumentan mas
de cinco veces en comparacion a los valores controles. Junto con la reduccion de las acuaporinas
a lo largo de toda la nefrona y la resistencia tubular a los efectos de la hormona antidiurética, los
trastornos en la reabsorcion de agua también contribuyen a la incapacidad de concentrar la orina.
La expansion de volumen del fluido extracelular, la diuresis osmotica de urea y la circulacion de
factores natriuréticos, también contribuyen a la diuresis postobstructiva (Kim SW et al., 2001;
Zhang Y et al., 2010; Stedkilde L et al., 2011).

1.2.2.2 Manifestaciones extrarenales de la nefropatia obstructiva

Las consecuencias sistémicas de la nefropatia obstructiva han sido menos estudiadas. La
mayoria de los trabajos se centran en los efectos de las obstrucciones de uréteres sobre el higado
y sus implicancias en el metabolismo hepatico de farmacos. Okabe H et al. (2004) estudiaron la
absorcion intestinal y la excrecién hepatica de farmacos B-bloqueantes adrenérgicos en ratas con
obstruccion bilateral de uréteres. La tasa de absorcion intestinal de farmacos como propranolol y
metoprolol no se modificd en estos animales. Sin embargo, la biodisponibilidad aumenté debido
a una disminucion en el metabolismo de primer paso hepético. La actividad de la enzima
responsable del metabolismo de estos farmacos, el CYP2D2, no presentd alteraciones en el
higado de las ratas con nefropatia obstructiva. El hallazgo de que la tasa de generacion de
NADPH en la fraccion citosolica del higado de las ratas con obstruccion de uréteres fuera menor
que la de las ratas control les permitio a estos autores concluir que la disminucion en la actividad
metabolica hepatica y en la excrecion de propranolol y metoprolol en estas ratas seria al menos

en parte, el resultado de la menor sintesis de NADPH en el higado (Okabe H et al., 2004).
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Otros autores han continuado estas investigaciones y han ahondado en los mecanismos
responsables de la disminucion del metabolismo hepéatico de farmacos en situaciones de
obstrucciones de uréteres (Higashi T et al., 2005; Taguchi M et al., 2006), pero los alcances

siguen siendo aun limitados.

1.3 Modelos experimentales de nefropatia obstructiva

Se han desarrollado varios modelos animales de obstruccion del tracto urinario, en diversas
especies como conejos, perros, ovejas, cerdos, ratones y ratas (Eskild-Jensen A et al., 2007;
Klein J et al., 2011; Springer A et al., 2012; Li WQ et al., 2014; Narvéez Barros A et al., 2019).
En lineas generales, se pueden diferenciar tres tipos de sistemas experimentales en uso
actualmente para el estudio de la nefropatia obstructiva: los modelos genéticos, los modelos de
nefrolitiasis inducida y los modelos quirdrgicos.

Los modelos genéticos han sido empleados habitualmente para el estudio de las nefropatias
obstructivas de tipo congénitas, en fetos en desarrollo. Se han identificado modelos genéticos
espontaneos con obstruccion ureteral unilateral congénita, pero la infertilidad o la baja tasa de
reproduccion de estas cepas limita su uso (Seseke F et al., 2004; Hermens JS et al., 2007). Por su
parte, la tecnologia de eliminacion génica, o de “genes knock-out”, ha permitido estudiar el rol
especifico de determinadas moléculas, en el desarrollo del dafio renal (Yokoyama H et al., 2002;
Inazaki K et al., 2004; Matsuyama M et al., 2014; Smith SW et al., 2015). Se han descrito
ratones hidronefréticos con obstruccién urinaria congénita en cepas de ratones carentes de genes
especificos, como el receptor de angiotensina, Agtr2 (Pope JC et al., 2001). Sin embargo, a pesar
de su novedad, los modelos genéticos presentan importantes limitaciones debidas sobre todo a
que la reproducibilidad es deficiente y a que el nimero de individuos afectados resulta escaso.
En el caso de los ratones transgénicos, la incidencia es limitada (2-3%), aumentando a 20% con
endogamia adicional. Ademas, no ha habido una demostracion definitiva de que estos animales
presenten obstruccion en un sentido hidrodindmico, y se plantea si la aparicion de la
hidronefrosis se debe a una obstruccion hidrostatica o al desarrollo renal anormal que provoca la
aparicién de hidronefrosis debido a la ausencia de estructuras renales normales (Pope JC et al.,
2001).

Dentro de los modelos de nefrolitiasis inducida se encuentran algunas variantes como la
utilizacion de agentes inductores de formaciones cristalinas dentro del rifién, entre ellos
etilenglicol, oxalato de amonio, o la implementaciéon de dietas enriquecidas en determinados

componentes como calcio, fosforo o vitamina D. Estos modelos han permitido estudiar, entre
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otras cosas, la composicion quimica de los calculos renales y la fisiopatologia de su formacion
(Yachantha C et al., 2009; Zhang X et al., 2009; Zhu W et al., 2014; Sharma M et al., 2015).

También existen modelos basados en la inyeccion de esferas de alginato gulurénico, un medio
aparentemente eficaz para crear una obstruccion fisiologica de alto grado, sin evidencia de
toxicidad (Tarantal AF et al., 2001).

Como contrapartida, los modelos quirdrgicos de obstruccion urinaria son los méas utilizados
en la actualidad debido a que producen de manera confiable la condicion patoldgica, en un
momento y en un grado especifico. Ofrecen varias ventajas: son técnicamente faciles de inducir,
generan un patron de lesiones renales relativamente constantes y uniformes entre los distintos
animales tratados, y permiten controlar de manera precisa el tiempo y la gravedad de las lesiones
renales que se inducen. Ademas, ofrecen la posibilidad de eliminar la causa de la obstruccion a
intervalos variables, segun los requerimientos del estudio, y por lo tanto, son practicamente los
unicos modelos pertinentes para el estudio de la reversibilidad de la enfermedad renal
obstructiva. Dependiendo de cudl sea el objetivo del estudio, se pueden encontrar variantes de
obstruccion ureteral parcial o completa, unilateral (OUU) o bilateral (OUB). EI modelo de
obstruccion completa OUB conduce a una obstruccién aguda y completa de los uréteres que, si
bien rara vez se encuentra en humanos, tiene la ventaja de que imita, de manera acelerada y
extrema, las diferentes etapas de la nefropatia obstructiva. Particularmente, la infiltracion de
células del sistema inmune, la atrofia celular y posterior apoptosis, y la fibrosis tubulointersticial,
aparecen rapidamente después de la induccion de una OUB completa y ademas, los resultados
son altamente reproducibles de un experimento a otro (Truong LD et al., 2011).

En este trabajo de Tesis se empled el modelo de obstruccion ureteral bilateral que habia
sido puesto a punto previamente en nuestro laboratorio (Villar SR et al., 2004, 2005, 2008; Di
Giusto G y Torres AM, 2009). Este modelo consiste en la obstruccion completa de ambos
uréteres mediante el uso de clamps vasculares (Figura 1.2A). Brevemente, se realiza una
incision a cada lado de la cavidad abdominal del animal y se exponen los uréteres, como se
muestra en la Figura 1.2B. Posteriormente se procede a ligar cada uno de los uréteres con un
clamp vascular, accesorio quirargico disefiado para obstruir los conductos sin generar lesiones en
los tejidos (Figura 1.2C). Por ultimo, se procede a cerrar la cavidad abdominal mediante sutura
doble, y los animales son mantenidos vivos, con acceso a agua Yy alimentos, durante el tiempo
que corresponda segun el disefio experimental. Se considera que la ligadura es exitosa cuando el
diametro ureteral supera los 2 mm y ocurre hidronefrosis evidente (ver item 3.2 de Materiales y

Métodos). Transcurrido el periodo obstructivo, se realiza una nueva cirugia para retirar los
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clamps y restablecer el flujo de orina. Los animales son mantenidos en jaula metabdlica durante
24 horas para obtener las muestras de orina libre de heces y contaminantes.

A.

Glandulas adrenales

Arteria
renal
Rifén
izquierdo

camp 7~ Y )| -

Uréter | - \

Figura 1.2: (A) llustracién del modelo de nefropatia obstructiva. (B) Exposicion del uréter. (C) Aplicacion del
clamp vascular. Imégenes extraidas de Di Giusto G y Torres AM (2009).

1.4 Biomarcadores de lesion renal

1.4.1 Definicion de biomarcador y clasificacion

En el afio 2001, el National Institutes of Health (NIH) establecid la definicion de biomarcador
como aquellas caracteristicas bioldgicas, bioquimicas, antropométricas, fisioldgicas, etc.,
objetivamente mensurables, capaces de identificar procesos fisioldgicos o patoldgicos, o bien
una respuesta farmacologica a una intervencion terapéutica (Robb MA et al., 2016; Califf RM,
2018). Por su parte, la Food and Drug Administration (FDA) definio el término biomarcador
como cualquier indicador diagndstico que pueda ser medido y utilizado para la evaluacién de
cualquier riesgo o enfermedad (Robb MA et al., 2016; Califf RM, 2018). Estas definiciones
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generales incluyen caracteristicas moleculares, histoldgicas, radiograficas o fisiologicas
medibles, como respuesta a procesos fisiologicos, patoldgicos o intervenciones terapéuticas.

En lineas generales, un biomarcador ideal debe cumplir con ciertos requisitos (Devarajan P y
Murray P, 2014; Beker BM et al., 2018):

v’ Ser facilmente obtenible, preferentemente en forma no invasiva (generalmente en
muestras de sangre o de orina).

Ser medible rapida y certeramente.

Ser estable in vivo e in vitro.

Ser altamente sensible, especifico y predictivo del dafio.

AR NERNERN

Debe tener la suficiente relevancia preclinica y clinica como para modificar las
decisiones relativas al proceso patoldgico en que se aplica.

v" Debe ser econdmico en cuanto a su forma de deteccion.

De acuerdo con sus aplicaciones, se han definido varias clases de biomarcadores y si bien un
solo biomarcador puede aplicar a mas de una categoria, es importante destacar que para cada uso
particular se debe contar con evidencia clinica de respaldo. Por lo tanto, aunque las definiciones
pueden superponerse, las categorias tienen caracteristicas distintivas claras que especifican usos
particulares.

A continuacion se detalla una clasificacion de biomarcadores que compete al &mbito clinico
(Califf RM, 2018):

Biomarcadores de diagndstico: tienen la capacidad de detectar o confirmar la presencia de
una enfermedad, y ademas, de identificar a los individuos con un subtipo particular de dicha
enfermedad. Por lo tanto, son especialmente Gtiles cuando se pretende redefinir la clasificacion de
una patologia determinada. En general, estos biomarcadores dan indicios acerca de la presencia
de dafio en un tejido, o informan acerca de la pérdida de funcion de un 6rgano en particular. La
utilidad clinica de este tipo de biomarcadores reside en cuan precoz puede llegar a ser su
deteccidn, razon por la cual en muchas ocasiones suelen denominarse como ‘“biomarcadores
tempranos” a aquellos que detectan las lesiones mas precozmente respecto de otros marcadores

de uso tradicional.

Biomarcadores de monitorizacién: evallan el estado de una enfermedad o una condicién

médica particular a traveés de mediciones en serie. Los biomarcadores de monitorizacion tienen
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importantes aplicaciones en la atencion clinica; sin embargo, la determinacion de qué cambios en
el biomarcador deberian indicar un cambio particular en el curso clinico y la toma de decisiones
(por ejemplo, mas pruebas o intervenciones) es compleja y, generalmente, poco precisa. Los
biomarcadores de monitoreo también se utilizan frecuentemente para medir efectos
farmacodindmicos, detectar evidencia temprana de respuesta terapéutica, o para detectar
complicaciones de una enfermedad o terapia.

Biomarcadores predictivos: identifican a aquellos individuos o grupos de individuos que
experimentaran una respuesta favorable a un medicamento, o un efecto desfavorable por la
exposicion a un agente ambiental, en funcion de la presencia o cambio en dicho biomarcador.
Las diferencias de resultados muestran una correlacion significativa con la presencia, ausencia o

nivel del biomarcador en el individuo, medido previo a la intervencion.

Biomarcadores de prondstico: se utilizan para identificar la probabilidad, la recurrencia o la
progresion de una enfermedad en un paciente con una condicidbn médica particular. Los
biomarcadores de pronostico se asocian con resultados diferenciales de una enfermedad y deben
diferenciarse de los biomarcadores predictivos, los cuales brindan informacién acerca del efecto
de una intervencion o exposicion. Por otro lado, también se diferencian de los biomarcadores de
susceptibilidad/riesgo, dado que estos ultimos se relacionan méas con la transicion de un estado
de salud a uno de enfermedad.

En los ensayos clinicos, los biomarcadores pronésticos se utilizan de forma rutinaria para
establecer criterios de inclusion y exclusion para identificar poblaciones de riesgo. Ademas, los
biomarcadores prondsticos son especialmente importantes para predecir el riesgo de un evento o
un mal resultado en un individuo. Esta informacion es clave por ejemplo, para la toma de
decisiones sobre la duracién de la estadia hospitalaria y/o en las unidades de cuidados intensivos,
para distinguir qué pacientes podrian beneficiarse con una evaluacién mas intensiva y para evitar

en otros, pruebas diagnosticas e intervenciones innecesarias.

Biomarcadores de susceptibilidad o riesgo: estos biomarcadores identifican a aquellos
individuos con el potencial de desarrollar una enfermedad o condicion médica particular, cuando
aun no manifiestan signos o sintomas clinicamente evidentes. El concepto es similar al de los
biomarcadores pronosticos, sin embargo el punto clave es la asociacién del biomarcador con el
desarrollo de la enfermedad, en lugar del prondstico de la misma, cuando ya se tiene un
diagnostico.

10
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1.4.2 La orina como fuente de biomarcadores

En comparacion con otros fluidos corporales, la orina tiene varias caracteristicas que la
convierten en una opcion preferida para el descubrimiento de biomarcadores de lesion renal. En
primer lugar, la recoleccion es muy simple; puede obtenerse de forma no invasiva en grandes
cantidades y almacenarse facilmente para su procesamiento. En segundo lugar, se trata de un
fluido que se encuentra en intimo contacto con los diferentes tejidos urolégicos al momento de la
lesion. Por ello, muchas de las proteinas secretadas suelen acumularse en la orina luego de
producida la lesion renal. Ademas, se sabe que el proteoma urinario cambia con el estado
patoldgico, por lo cual este fluido es considerado como uno de los mas atractivos para el
descubrimiento de biomarcadores de las enfermedades renales. En tercer lugar, los péptidos
urinarios y las proteinas de menor peso molecular son generalmente solubles. Por lo tanto, el
proceso de solubilizacion, etapa de gran influencia en los analisis protedmicos de células o
tejidos, se ve ampliamente facilitado. Por dltimo, la orina puede almacenarse durante varios
meses a -20°C o durante varios afios a -80°C sin que, en muchos casos, cambie
significativamente el proteoma urinario (Decramer S et al., 2008; Rodriguez-Suarez E et al.,
2014; Mischak H, 2015).

A pesar de todas estas ventajas, la orina como fuente biologica de biomarcadores presenta
algunas limitaciones que deben ser tenidas en cuenta. Por un lado, las concentraciones de
proteinas y péptidos urinarios pueden variar principalmente debido a las diferencias en la ingesta
diaria de liquidos. Al respecto, esta dificultad se puede contrarrestar mediante la estandarizacién
basada en la creatinina o en el flujo urinario. Ademas, la definicion de biomarcadores en la orina,
y muy probablemente en otros fluidos bioldgicos, se complica por cambios significativos en el
proteoma durante el dia. Es probable que estos cambios sean causados por variaciones en la
dieta, procesos metabolicos o catabdlicos, ritmos circadianos y ejercicio, asi como niveles
circulatorios de diversas hormonas. Sin embargo, estas variaciones aparecen principalmente
limitadas a una fraccion del proteoma urinario, y una gran parte no se ve afectada por estos
procesos. Finalmente, los biomarcadores urinarios suelen tener una baja estabilidad, por lo cual
la orina debe ser recolectada y almacenada de manera apropiada, en tubos estériles y a bajas
temperaturas, para una correcta preservacion (Decramer S et al., 2008; Rodriguez-Suéarez E et
al., 2014; Mischak H, 2015).

11
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1.4.3 Biomarcadores convencionales de lesion renal aguda

En la actualidad, tanto el diagnostico como el monitoreo de la LRA, se basan en la evaluacion
de diversos marcadores de dafio renal, como por ejemplo los niveles plasmaticos de creatinina, la
estimacion de la velocidad de filtracion glomerular (VFG) (a través del clearance renal de
creatinina), la diuresis, los niveles plasmaticos de urea, etc. A continuacién, se analizan cada uno

de ellos individualmente.

Creatinina y clearance renal de creatinina

La creatinina es un metabolito de desecho proveniente del metabolismo de la creatina
muscular, producido y eliminado de forma constante a través de los rifiones. Es considerada
particularmente como un estimador de la VFG, ya que se filtra libremente a nivel glomerular y
posee escaso manejo tubular. Conociendo las concentraciones de creatinina en plasma (Crp) y en
orina (Cr,), y el flujo urinario (Us), se puede calcular el clearance renal de creatinina (Clc, = (Cr,
. Us) / Crp) y asi estimar la VFG. Sin embargo, su uso como indicador de la funcion renal esta
sujeto a limitaciones: primero, se requiere de una disminucién de al menos un 50% de la VFG
para que se detecte un incremento en la concentracion plasmatica de creatinina. Segundo, la
caida de la VFG se acompafia de un aumento de la secrecién tubular proximal de creatinina, que
inicialmente logra mantener los valores plasmaticos de creatinina sin modificaciones. En
condiciones normales, la actividad secretora representa un 5-20% de la excrecién total, y podria
elevarse hasta un 50%, como mecanismo compensatorio cuando la tasa de filtracion glomerular
disminuye, por lo cual el clearance renal de creatinina en estos casos sobreestimaria la VFG.
Tercero, los niveles plasmaticos de creatinina no dependen Unicamente del filtrado glomerular,
sino también de otras variables, como la edad, el sexo, la masa corporal y el metabolismo
muscular, la funcion hepatica, asi como también del estado de nutricion y de hidratacion del
paciente. Ademas, en la fase aguda de la enfermedad, la creatinina en plasma no es
representativa de la funcion renal hasta que no se ha alcanzado un estado de equilibrio, el cual
puede diferirse en el tiempo, a veces hasta 48 horas, especialmente en los pacientes internados en
cuidados intensivos (Devarajan P y Murray P, 2014; Murray PT et al., 2014).

Por lo tanto, los niveles plasmaticos de creatinina, y el clearance renal de creatinina, no deben
ser empleados de forma aislada para valorar la funcion renal, dado que presentan baja
sensibilidad y especificidad, sobre todo para distinguir entre lesiones de tipo postrenales, de

aquellas de origen prerenal o intrinseco.
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Urea

La urea es una sustancia producida por el higado, que resulta de la digestion de las proteinas y
es excretada por la orina. Su uso como marcador de la funcion renal esta ampliamente difundido,
sin embargo, existen muchos factores que pueden afectar su concentracion plasmatica. Esta
sustancia no se genera a una velocidad constante y sus valores plasmaticos pueden aumentar en
ciertas condiciones, aun en presencia de una funcién renal normal, como el tratamiento con
corticoides, la hemorragia digestiva y la dieta hiperproteica. En cambio, otros factores como una
dieta baja en proteinas o la enfermedad hepética avanzada, pueden producir la disminucion de
los niveles plasméticos de urea, sin afectacion de la funcién renal (Bonventre JV et al., 2010;
Peres LA et al., 2013).

Diuresis

El flujo urinario es un parametro cominmente indicativo no sélo de la funcion renal sino
también del estado hemodinamico del paciente. En el caso de la LRA, no tiene gran valor
diagndstico, dado que las distintas formas clinicas de la patologia renal pueden cursar con
diferentes variaciones de la diuresis. Ademas, la oliguria, por ejemplo, podria producirse como
consecuencia de una lesién renal, pero también podria reflejar una respuesta fisioldgica
adaptativa tanto a la deshidratacién intracelular como a la hipovolemia. Por otro lado, muchas
intervenciones realizadas en unidad de cuidados intensivos (administracion de diuréticos,
resucitacion con fluidos, administracion de dopamina) afectan a la diuresis sin modificar

necesariamente la funcion renal (Prowle JR et al., 2011).

Otros parametros en orina

La osmolaridad, los niveles urinarios de glucosa y proteinas, la excrecion fraccional de sodio,
o0 la actividad de fosfatasa alcalina en orina, se utilizan a menudo para evaluar la integridad y la
capacidad funcional de los tabulos renales. La regulacion de la osmolaridad urinaria y la
recuperacion de metabolitos de importancia fisioldgica, como glucosa y proteinas, requieren de
la integridad de los mecanismos de reabsorcion en los distintos segmentos tubulares de la
nefrona. La expresion de los transportadores responsables de la reabsorcion tubular puede
encontrarse alterada como consecuencia de la disfuncion renal, ocasionando un aumento en la

excrecion urinaria de sus metabolitos sustrato. Ademas, la pérdida de integridad estructural del
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tejido renal ocasiona que muchas proteinas integrales de membrana, como la fosfatasa alcalina,
aparezcan en la orina como consecuencia de la lesion (Prowle J et al., 2012; Ralib AM et al.,
2014).

En el afio 2002, la Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) propuso un sistema de
clasificacion, denominado RIFLE, que permite diagnosticar y agrupar a los pacientes con LRA
segun la gravedad de la disfuncion. RIFLE es el acrénimo de las palabras inglesas
correspondientes a riesgo (risk), dafio (injury), fallo (failure), pérdida prolongada de funcion
renal (loss) y fallo final e irreversible de ésta (end). Por tanto, incluye tres etapas de disfuncion
renal progresiva y gravedad creciente (risk-injury-failure) y dos etapas de resultados (loss-end)
(Bellomo R et al., 2012). Los parametros que utiliza para asignar a los pacientes a una categoria
particular son: descensos porcentuales de la VFG, elevaciones relativas de la creatinina
plasmaética con respecto a un valor basal y el descenso en valor absoluto de la diuresis (Tabla
1.1).

En el afio 2005, el grupo internacional multidisciplinar Acute Kidney Injury Network (AKIN),
conformado por la ADQI y la European Society of Intensive Care Medicine, propuso ampliar el
sistema RIFLE contemplando un incremento absoluto en la creatinina plasmatica > 0,3 mg/dL en
un periodo de 48 horas ain cuando éste no represente un aumento del 50% sobre su valor basal
en un intervalo de 7 dias (Bellomo R et al., 2012). Otra modificacion fue incluir en la categoria
“fallo” a todos los pacientes que estén recibiendo tratamiento renal sustitutivo
independientemente de los valores plasmaticos de creatinina o de la diuresis. Ademas, en lugar
de utilizar las letras de un acrénimo, emplean un sistema de estadios funcionales identificados
por numeros (Bellomo R et al., 2012) (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1: Criterios RIFLE para la clasificacion funcional de la lesion renal aguda. RIFLE: risk, injury, failure, loss,
end stage; AKIN: acute kidney injury network; Cr,: creatinina plasmatica; VFG: velocidad de filtracion glomerular.
Adaptado de Bellomo R et al. (2012).

Descenso

Estadios RIFLE / AKIN Creatinina plasmética (Cryp) Diuresis VEG

1 Crp 2 0,3 mg/dL durante 48 horas
RISK / Estadio | o] < 0,5 mL/Kg/h durante > 6 h > 50%
1 Crp2 1,5 mg/dL sobre el basal durante 7 dias

INJURY / Estadio Il 1 Crp 2 2 mg/dL sobre el basal < 0,5 mL/Kg/h durante > 12 h > 50%
1 Crp 2 3 mg/dL sobre el basal < 0,3 mL/Kg/h durante 24 h
FAILURE / Estadio Ill o} 6 > 75%
1 Crp 24 mg/dL con aumento agudo = 0,5 mg/dL, 6 anuria por 12 h

inicio de tratamiento renal sustitutivo
LOSS Fallo renal persistente > 4 semanas

END STAGE Fallo renal persistente > 3 meses

Hasta la fecha, la utilizacion de este sistema ha permitido el diagndstico de la LRA y el
establecimiento de un sistema de clasificacion funcional para la identificacion de distintos
niveles de gravedad entre los pacientes. Sin embargo, aun cuando las nuevas definiciones y la
propuesta de los criterios RIFLE suponen avances en el diagnoéstico y la prognosis de la LRA, lo
detallado anteriormente demuestra que las variables que se utilizan para definir y clasificar la
enfermedad renal aguda siguen estando sujetas a serias limitaciones (Devarajan P y Murray P,
2014; Murray PT et al., 2014). Los nuevos biomarcadores de LRA prometen mayor capacidad de
diagnostico, identificacién precoz del riesgo, elevada eficacia predictiva respecto de la
progresion de la enfermedad renal y posibilidad de identificar a aquellos pacientes que requieran

de una terapia de reemplazo renal.

1.4.4 Nuevos biomarcadores de lesion renal aguda

En los ultimos afios, se han realizado numerosas investigaciones en el campo de los
biomarcadores, tanto en modelos experimentales animales como en humanos. Son muchos los
péptidos y proteinas que han surgido como potenciales biomarcadores de dafio renal, y se ha
constatado que las mismas varian en su origen, en su funcion, en su distribucion y en el momento
de su liberacion después de la lesion renal (Andreucci M et al., 2017; Teo SH et al., 2017;
Antonelli A et al., 2018; Beker BM et al., 2018).

La mayor parte de la evidencia bibliografica se centra en la lipocalina asociada a la gelatinasa

de neutrdfilos (NGAL, del inglés neutrophil gelatinase-associated lipocalin), la molécula de
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injuria renal 1 (KIM-1, del inglés kidney injury molecule-1), la N-acetil-D-glucosaminidasa
(NAQG), la interleuquina 18 (IL-18), proteinas de bajo peso molecular como la cistatina C (Cys-
C) y la p2-Microglobulina (32-M), la proteina de unién a acidos grasos de tipo hepética (L-
FABP) y marcadores de detencion del ciclo celular como IGFBP7 y TIMP2 (Andreucci M et al.,
2017; Teo SH et al., 2017; Antonelli A et al., 2018; Beker BM et al., 2018). A continuacion, se

detallan las caracteristicas mas relevantes de cada una de ellas.

Lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrofilos (NGAL)

NGAL, también conocida como lipocalina de neutréfilos o lipocalina 2, es un miembro de la
superfamilia de las lipocalinas. Es una proteina pequefia, con carga positiva que puede
presentarse en tres formas moleculares distintas; como un mondémero de 25 kDa, como un
homodimero de 45 kDa con un enlace disulfuro y como un heterodimero de 135 kDa, conjugado
covalentemente con gelatinasa (metaloproteinasa de la matriz extracelular). La NGAL es
sintetizada en la médula dsea durante la mielopoyesis desde donde se dirige y almacena en los
granulos de neutréfilos y, ademas, puede expresarse en varios tejidos no hematopoyéticos, como
el colon, la traquea, el pulmon vy el epitelio renal (Cai L et al., 2010; Martensson J y Bellomo R,
2014). La NGAL se sobreexpresa rapidamente en respuesta a la lesion renal aguda. En los
riflones que experimentan isquemia o toxicidad temprana, la NGAL se acumula principalmente
en las células del tibulo contorneado proximal y, ademas, pueden detectarse niveles elevados en
sangre y orina (> 20 ng/mL) poco después de ocurrida la lesion (Huang HF et al., 2017; Shang
Wy Wang Z, 2017).

Se han realizado diversos estudios para evaluar el potencial de NGAL como un nuevo
biomarcador de LRA. Sin embargo, el hecho de que esta proteina tenga una alta produccion
extrarenal, juega en detrimento de su capacidad predictiva, dado que pueden registrarse

incrementos en la excrecion urinaria en ausencia de dafio renal (Abella V et al., 2015).

Kidney injury molecule 1 (KIM-1)

KIM-1 es una glicoproteina transmembrana que se expresa abundantemente en las células
epiteliales de los tubulos proximales renales, luego de una lesion isquémica o toxica. No es

detectada en tejido renal sano, ni tampoco se la detecta en orina en situaciones no patologicas
(Obermdiller N et al., 2014).
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Investigaciones en modelos murinos y en humanos demostraron que la KIM-1 urinaria es un
prometedor biomarcador de lesion renal. En comparacion con NGAL, KIM-1 muestra una mejor
especificidad para la LRA inducida por isquemia y toxicidad. Sin embargo, los niveles urinarios
de KIM-1 también se encuentran elevados en pacientes con carcinoma de células renales,
enfermedad renal cronica e infecciones del tracto urinario, por lo tanto su especificidad para
diagnosticar LRA puede verse reducida (Vaidya VS et al., 2009; Vanmassenhove J et al., 2013).

N-acetil-D-glucosaminidasa (NAG)

La NAG es una enzima lisosomal que se localiza en las microvellosidades de las células de
los tabulos proximales renales. Debido a su alto peso molecular, esta proteina no se excreta de
manera regular, por lo tanto, altas concentraciones urinarias de NAG sugieren dafio celular o
mayor actividad lisosomal (Adiyanti SS y Loho T, 2012).

Diversos estudios han demostrado el aumento de la NAG urinaria en situaciones de LRA,
originada por ejemplo, por farmacos nefrotoxicos, cirugia cardiaca o trasplante renal, y por ello
ha sido propuesta como un biomarcador de lesion renal. Sin embargo, en las enfermedades
glomerulares, el analisis de isoenzimas de NAG ha demostrado que la excrecion urinaria
aumentada de esta enzima se debe al incremento de la liberacion por las células tubulares renales
y no a la filtracién aumentada debido a dafio en la pared capilar glomerular (Beker BM et al.,
2018).

Interleuquina 18 (IL-18)

La IL-18 es una citoquina proinflamatoria, sintetizada por monocitos, macréfagos y células
epiteliales tubulares proximales. Si bien se expresa de manera constitutiva en el tejido renal sano,
esta proteina ha sido detectada en la orina de humanos y de diversos modelos animales con
disfuncion renal de diferente etiologia. Es considerada como un biomarcador temprano de
disfuncion renal (Slocum JL et al., 2012).

Sin embargo, la concentracion urinaria de IL-18 puede estar influenciada por otros factores
independientes de la condicion renal, dado que al ser una citoquina proinflamatoria, juega un rol
crucial en todas aquellas situaciones donde haya una respuesta inflamatoria involucrada, como la
sepsis y las enfermedades inflamatorias y autoinmunes, limitando asi su especificidad y su uso

como biomarcador (Obermdller N et al., 2014).
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Cistatina C (Cys-C)

La Cys-C es una proteina inhibidora de la cisteinproteasa, de bajo peso molecular (13 kDa),
producida por todas las células nucleadas del cuerpo y liberada en la sangre, con una tasa de
sintesis muy estable. En condiciones fisioldgicas, es filtrada libremente a través del glomérulo y
reabsorbida completamente, siendo posteriormente degradada en el interior de las células de los
tubulos proximales renales. Por lo tanto, la aparicion de esta proteina en la orina es un indicador
de una alteracion en la capacidad de reabsorcion de los tubulos (Teo SH y Endre ZH, 2017).

La Cys-C urinaria ha sido identificada como un prometedor biomarcador de LRA, més
sensible que la creatinina. Sin embargo, se sabe que esta proteina compite con la albimina por la
reabsorcion tubular y, por lo tanto, cualquier situacion que genere un aumento de los niveles
urinarios de albumina, ocasionara aumentos en los niveles de Cys-C, independientemente de que
haya dafio renal (Beker BM et al., 2018).

A2-Microglobulina (£2-M)

La B2-M es un polipéptido de bajo peso molecular (11,8 kDa) que forma la cadena ligera de
los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I. Esta presente en la
superficie de todas las células nucleadas y, cuando se disocia de la cadena pesada entra en
circulaciéon como un monomero. Es filtrada libremente por el rifidén, y completamente
reabsorbida y catabolizada en las células de los tdbulos contorneados proximales. Una
disminucion de la filtracion glomerular ocasiona incrementos en los niveles plasmaticos de 2-
M, por lo que, a nivel plasmético, ha sido considerada de utilidad para diferenciar tubulopatias
proximales de enfermedades renales glomerulares, tanto en adultos como en nifios y neonatos
(Andreucci M et al., 2017).

Por otro lado, se ha observado que el aumento de los niveles urinarios de esta proteina puede
servir como marcador temprano de disfuncién tubular causada por agentes nefrotoxicos y por
trasplante renal. Sin embargo, la estabilidad de la B2-M en orina es baja, lo que actda en
detrimento de su potencial como biomarcador en este tipo de patologias (Adiyanti SSy Loho T,
2012).
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Proteina de union a acidos grasos de tipo hepatica (L-FABP)

La proteina L-FABP es una lipocalina pequefia (14 kDa) que se produce en el higado, y que
estd involucrada en la union de acidos grasos de cadena larga. Actia como un antioxidante
celular, al unir los productos de oxidacion de los acidos grasos y limitar sus efectos toxicos en
las membranas celulares. L-FABP se expresa en varios tejidos, principalmente intestinos y
rifiones, y a nivel renal, es filtrada por el glomeérulo y reabsorbida en el tabulo proximal (Teo SH
etal., 2017).

Los niveles urinarios de L-FABP son indetectables en individuos sanos. Diversos estudios
experimentales han demostrado que la aparicion de L-FABP en orina es un biomarcador atil de

LRA inducida por isquemia y por nefrotoxinas (Andreucci M et al., 2017).

Marcadores de detencion del ciclo celular: Proteina 7 de union al factor de crecimiento
similar a la insulina (IGFBP7) e Inhibidor tisular de las metaloproteinas 2 (TIMP2).

IGFBP7 y TIMP2 son dos proteinas inductoras de la detencion del ciclo celular en fase G1,
un mecanismo clave en el desarrollo de la LRA (Beker BM et al., 2018). Diversos estudios han
comparado los niveles urinarios de ambas proteinas con otros biomarcadores de LRA, como
NGAL, KIM-1e IL-18 en orina, y en todos los casos se ha demostrado que la IGFBP7 y TIMP2
urinarias presentan una mejor capacidad predictiva. Koyner JL et al. (2015) reportaron que la
medicion temprana del indice (TIMP-2 x IGFBP7) en el contexto de una enfermedad critica
puede identificar a pacientes con LRA con un mayor riesgo de terapia de reemplazo renal y
mortalidad. Recientemente, la Food and Drug Administration (FDA) aprob6 la comercializacion
del Nephrocheck Test®y Astute 140® Meter (Astute Medical Inc., San Diego, CA, EE. UU.), una
prueba rapida que mide en forma cuantitativa los niveles urinarios de ambos biomarcadores.

Sin embargo, vale la pena sefialar que el producto (TIMP-2 x IGFBP7) mostr6 una
correlacion negativa con la edad, y que existe una asociacion entre los cuadros de diabetes y
altos niveles de (TIMP-2 x IGFBP7) en orina (Liu C et al., 2017).

1.4.5 Biomarcadores especificos de nefropatia obstructiva

La elucidacion de los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a la respuesta
patofisioldgica en la enfermedad renal obstructiva han permitido el descubrimiento de una serie

de biomarcadores para el diagnostico, la prognosis y el monitoreo de esta enfermedad. Como se
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menciono anteriormente en este capitulo, los efectos de la obstruccidn sobre la funcion renal son
la consecuencia de muchos factores que alteran profundamente todos los componentes de la
funcién de la nefrona. Ademas de los efectos agudos sobre la tasa de filtracion glomerular y la
funcién de los tubulos, la obstruccidn de uréteres induce lesiones tubulares e intersticiales que
resultan de la activacion de diferentes vias moleculares de sefializacion (Madsen MG et al.,
2013; Lucarelli G et al., 2014; Chevalier RL, 2016).

La nefropatia obstructiva conduce a la activacion del sistema de renina-angiotensina
intrarrenal. La angiotensina Il (ANGII) tiene un papel central en el inicio y la progresion del
dafio, tanto directa como indirectamente. ANGII regula la expresion de muchos factores como el
factor de crecimiento transformante 1 (TGF-1), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la
osteopontina, la molécula de adhesion de células vasculares 1 (VCAM-1), la molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y el factor nuclear NF-kB, que entre otras cosas, promueven la
expresion de genes proinflamatorios. ANGII también estimula el estrés oxidativo, a través de la
produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS). Todos estos factores conducen al
reclutamiento de células inflamatorias dentro de los espacios intersticiales, y estas células, a su
vez, liberan citoquinas adicionales con actividades profibréticas y proapoptoticas, amplificando
el dafio tubular (Madsen MG et al., 2012; Lucarelli G et al., 2014; Chevalier RL, 2016).

El estiramiento mecanico de las células epiteliales es un poderoso estimulo de la apoptosis en
los tubulos dilatados del rifion hidronefrético. La apoptosis tubular es inducida por el factor de
crecimiento transformante B1 (TGF-B1) e inhibida por varias moléculas como la isoforma
inducible de la sintetasa de 6xido nitrico (iNOS), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el
factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1) (Chevalier RL, 2006).

Algunas de las proteinas mas estudiadas hasta la fecha como potenciales biomarcadores de
nefropatia obstructiva incluyen el TGF-B1, el EGF, la endotelina 1 y la proteina quimioatrayente
de monocitos 1 (MCP-1). TGF-B1 se ha examinado en varios estudios clinicos, y Taha MA et al.
(2007) han sugerido que los niveles urinarios de TGF-B1 podrian utilizarse como una
herramienta no invasiva en el seguimiento a largo plazo de nifios con obstruccion de la union
ureteropélvica (UPJO) después de la pieloplastia.

MCP-1 es una quimiocina especifica que promueve la quimiotaxis de monocitos, y su
expresion a nivel tubular conduce al reclutamiento de células inflamatorias dentro del espacio
intersticial y a la estimulacion secundaria de los miofibroblastos con aumento en el depdsito de
matriz extracelular intersticial. Por su parte, la endotelina 1 es un potente agente vasoconstrictor
que se sintetiza en el endotelio vascular en respuesta a ANGII, entre otros estimulos. ES una

molécula proinflamatoria y profibrética que modula la sintesis de matriz extracelular y ademas,
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interviene en la respuesta inflamatoria. Tanto MCP-1 como endotelina 1 han sido examinados en
estudios clinicos y mostraron concentraciones urinarias aumentadas en nifios con UPJO (Taha
MA et al., 2007; Bartoli F et al., 2011).

Varios estudios han demostrado que los nifios con UPJO tienen una reduccion marcada de la
expresion genica del EGF renal (Grandaliano G et al., 2000; Yang Y et al., 2006) pero los
estudios que examinan los niveles urinarios de EGF han mostrado resultados contradictorios.
Grandaliano G et al. (2007) demostraron una disminucion de las concentraciones urinarias de
EGF en nifios con UPJO, mientras que otros autores no encontraron diferencias significativas
(Taha MA et al., 2007).

El rol de KIM-1 y NGAL como biomarcadores de dafio renal también ha sido analizado en el
contexto de la nefropatia obstructiva. En un estudio prospectivo realizado en nifios con
hidronefrosis grave debida a UPJO, Wasilewska A et al. (2011) mostraron que, las
concentraciones urinarias de estas dos proteinas fueron significativamente mas altas en los nifios
afectados en comparacion con la de los grupos control. Ademas, tres meses después de la
cirugia, los valores de KIM-1 en orina habian disminuido significativamente.

En conjunto, estos cambios a nivel del tejido del tracto urinario humano y de la orina estan en
linea con los predichos a partir de modelos animales. Sin embargo, la dificultad ain radica en
poder determinar la gravedad y la probabilidad de progresion de la lesién renal obstructiva.

1.5 Transportadores de aniones organicos

Una gran variedad de compuestos farmacoldgicos y agentes xenobidticos, asi como
compuestos enddgenos y sus metabolitos, son clasificados quimicamente como cationes o
aniones organicos. Debido a su naturaleza idnica, estos compuestos no pueden atravesar
libremente las membranas bioldgicas, por lo que requieren de transportadores especificos para su
difusion. Las proteinas transportadoras de cationes y aniones organicos se encuentran
distribuidas ampliamente en todos los tejidos del organismo, pero cobran especial importancia en
aquellos 6rganos como los rifiones y el higado, encargados de la eliminacion de sustancias y la
homeostasis fisiologica (Koepsell H, 2013; Pelis RM y Wright SH, 2014; Murray M y Zhou F,
2017; Czuba LC et al., 2018).

Los sistemas de transporte renal y hepéatico son utilizados tanto para la eliminacién de
sustancias potencialmente tdxicas para el organismo, como para la recuperacién de aquellos
metabolitos de importancia fisiologica, que no deberian ser eliminados y que por lo tanto son

recaptados y devueltos a la circulacion sistémica (Momper JD y Nigam SK, 2018).
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En lineas generales, los transportadores de iones organicos son miembros de una de dos
principales familias de transportadores: la familia con un sitio de uniéon a ATP (ABC, del inglés
ATP-binding cassette) o la familia de proteinas transportadoras de solutos (SLC, del inglés solute
carriers). Los miembros de la primera operan a través de un transporte activo primario
(dependiente de ATP) y algunos de sus integrantes incluyen a las proteinas asociadas de
resistencia a multiples drogas (MRPs), las proteinas de resistencia a multiples drogas (MDRs), y
la proteina de resistencia al cancer de mama (BCRP). Por su parte, los miembros de la familia
SLC funcionan ya sea por difusion facilitada o por transporte activo secundario, y el flujo neto
esta dictado por los gradientes electroquimicos de los sustratos involucrados. Este grupo incluye,
entre otros integrantes, a los transportadores de aniones y cationes organicos (OAT/OCT,), a los
cotransportadores sodio/dicarboxilato (NaDCs), y a los polipéptidos transportadores de aniones
organicos (OATP;) (Murray M y Zhou F, 2017; Czuba LC et al., 2018; Momper JD y Nigam
SK, 2018).

En el presente trabajo de Tesis, la atencion estara centrada en tres transportadores especificos,
todos miembros de la familia SLC previamente mencionada: el Transportador de aniones
organicos 5 (Oat5), el Cotransportador Na‘/Dicarboxilatos 1 (NaDC1) y el Polipéptido
transportador de aniones organicos 1 (Oatpl) (Figura 1.3).

Plasma

3 Na*

Citrato
Succinato DC
a-CG U

a-CG
succinato
l—'—J

DC,

Oat1/3
AO,-

Figura 1.3: Esquema de una célula de tdbulo proximal renal con Oat5, NaDC1 y Oatpl expresados en ella. AOq:
aniones organicos; DCs: dicarboxilatos; a-CG: a-cetoglutarato; GSH: glutation.
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1.5.1 Transportador de aniones organicos 5 (Oatb, Slc22a19)

El Transportador de aniones organicos 5 (Oatb, Slc22al9) es uno de los miembros de la
familia de Transportadores de Aniones Organicos (Oats). EI gen codificante para esta proteina
contiene 1995 pares de bases. En ratas y ratones, el ARNm de Oat5 se localiz6 mediante
experimentos de Northern blott exclusivamente en los segmentos S2 y S3 del tubulo proximal
renal (S2 <S3) (Youngblood GL y Sweet DH, 2004; Anzai N et al., 2005; Kwak JO et al., 2005)
(Figura 1.3).

La proteina funcional contiene 551 aminodcidos y el modelo estructural propuesto se
compone de 10-12 dominios transmembrana, con cuatro posibles sitios de glicosilacién (residuos
39, 56, 62 y 102) y numerosos sitios potenciales de fosforilacion (algunos de ellos, residuos 216,
272, 279, 313 y 536) (Youngblood GL y Sweet DH, 2004). Ensayos de inmunohistoquimica, han
localizado a la proteina en la membrana apical de las células del tubulo proximal, en los
segmentos S2 y S3, ubicados particularmente en la médula externa y en la corteza juxtamedular
del rifion (Anzai N et al., 2005; Kwak JO et al., 2005).

Al igual que otros Oats, la expresion es influenciada por el sexo, siendo mayor en las hembras,
aparentemente debido a una inhibicion de la expresion inducida por andrégenos (testosterona)
(Breljak D et al., 2010).

Oats ha sido definido como un antiportador de anién organico/dicarboxilato sensible a
probenecid, con preferencia por dicarboxilatos con una longitud de cadena de 4 carbonos, como
succinato y a-cetoglutarato. La actividad de Oat5 estd funcionalmente acoplada a la de otros
transportadores como NaDC1, que generan el flujo de dicarboxilatos necesario para su correcto
funcionamiento. Oat5 tiene capacidad de transporte para sulfatos de esteroides como el sulfato
de dehidroepiandrosterona y la estrona-3-sulfato, y para farmacos de importancia clinica como
antiinflamatorios no esteroideos, furosemida, y penicilina G. Ademas, puede transportar algunas
toxinas, como la ocratoxina A, y salicilatos, pero muestra muy baja afinidad por algunos de los
sustratos clésicos de los transportadores de aniones organicos como el p-aminohipurato (PAH) y
otros farmacos anionicos y cationicos (Burckhardt G, 2012; Nigam SK et al., 2015).

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado alteraciones en la expresiéon renal y en la
excrecion urinaria de Oatb, en distintos modelos experimentales de patologias humanas.
Ademas, ha sido pionero en la deteccion de Oat5 en muestras de orina (Di Giusto G et al., 2009).
En los Gltimos afios, nuestro equipo de trabajo ha postulado a la excrecion urinaria de Oat5 como
biomarcador temprano de dafio renal inducido por isquemia (Di Giusto G et al., 2009),

calcificacién vascular (Hazelhoff MH et al., 2013) y agentes nefrotoxicos tales como mercurio,
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cisplatino y metotrexato (Di Giusto G y Torres AM, 2010; Bulacio RP y Torres AM, 2013 y
2015; Bulacio RP et al., 2015; Severin MJ et al., 2016, 2019).

1.5.2 Cotransportador Na'/Dicarboxilatos 1 (NaDC1, Slc13a2)

El Cotransportador Na*/Dicarboxilatos 1 (NaDC1, Slc13a2) es un transportador perteneciente
a la familia de Cotransportadores Na'/Dicarboxilatos (NaDCs) que se expresa principalmente en
la membrana apical de las células del tabulo proximal renal y en el intestino delgado (Figura
1.3). Su funcion principal consiste en reabsorber los intermediarios del ciclo de Krebs filtrados
desde la luz tubular en el rifion o aquellos que provienen de los alimentos digeridos en el
intestino, los cuales son una fuente energética y de biosintesis para el metabolismo oxidativo
celular (Bergeron MJ et al., 2013).

El gen que codifica para NaDC1 ha sido clonado de diversas especies de mamiferos,
incluyendo humanos, ratones, conejos y ratas (Zhang FF y Pajor AM, 2001). La proteina
contiene 592 aminodcidos y el modelo estructural propuesto consiste en 11 dominios
transmembrana flanqueados por un extremo N-terminal citosélico y una region C-terminal
extracelular con uno o dos sitios consenso de N-glicosilacion. Estudios de inmunohistoquimica
permitieron localizar a NaDC1 en la membrana apical del tabulo proximal renal de rata y de
raton, y en las membranas del borde en cepillo yeyunal del ser humano y del ratén (Pajor AM,
2014).

En el rifidn, la actividad de NaDC1 promueve la generacion de un gradiente de dicarboxilatos
a través de la membrana que permite el correcto funcionamiento de otros transportadores
apicales como por ejemplo Oat5. El transporte mediado por NaDC1 relune una serie de
caracteristicas: presenta alta especificidad de sustrato con preferencia por dicarboxilatos
(succinato, malato, oxalacetato) y tricarboxilatos (citrato); es electrogénico, acoplado al
movimiento de tres Na* por cada dicarboxilato, preferentemente en su estado divalente; muestra
sensibilidad al pH dependiente de sustrato: cotransporte pH-independiente para succinato y pH-
dependiente para citrato; es un transporte con sensibilidad al litio: en algunas especies, los iones
Li* pueden actuar como inhibidores competitivos y/o sustituir al Na* impidiendo el transporte de
dicarboxilatos (Bergeron MJ et al., 2013; Pajor AM, 2014).

A nivel fisiologico, el rol principal de NaDC1 consiste en regular las concentraciones
urinarias de citrato. El citrato actda como un quelante de iones calcio que previene no solo la
precipitacion de cristales en la orina, sino también su aglomeracién y crecimiento, que en ultima

instancia llevan a la formacion de célculos renales. En el plasma, la mayor parte del citrato
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circula de forma libre y la fraccidn restante se encuentra complejada con calcio, potasio y sodio.
A nivel renal, el citrato del plasma es filtrado en el glomérulo y luego es reabsorbido
principalmente en el tubulo proximal desde la luz tubular, mediante NaDC1, y desde los
capilares peritubulares, a traves de NaDC3, otro transportador de la familia localizado en la
membrana basolateral de las células del tabulo proximal (Hering-Smith KS et al., 2000).

El citrato es el &cido organico més abundante en la orina, aunque normalmente se excreta a
tasas muy bajas. Aproximadamente 10-35 % de la carga filtrada total se excreta en la orina. En
condiciones fisiologicas, no se ha demostrado la secrecién tubular de citrato (Hering-Smith KS
et al., 2000).

1.5.3 Polipéptido transportador de aniones organicos 1 (Oatpl, Slcolal)

El Polipéptido transportador de aniones organicos 1 (Oatpl, Slcolal) es uno de los miembros
de la familia de Polipéptidos Transportadores de Aniones Organicos (Oatps), que se expresa en
una gran variedad de drganos y tejidos, fundamentalmente en rifién, higado y cerebro (Figura
1.3) (Hagenbuch B y Meier PJ, 2004; Svoboda M et al., 2011).

El gen que codifica para Oatpl fue aislado y clonado por primera vez en la rata (Jacquemin E
et al., 1994). Posteriormente los estudios continuaron en humanos y en otras especies de interés
para la investigacion farmacéutica como el mono, el perro y el cerdo. La proteina funcional
contiene 643 aminoécidos y el modelo estructural propuesto consiste en 12 dominios
transmembrana, con los extremos N-terminal y C-terminal orientados hacia la region
citoplasmatica de la célula. La proteina presenta ademas cuatro sitios de glicosilacion
caracterizados, en los residuos 62, 124, 135 y 492. Diferentes estudios de inmunohistoquimica
han permitido localizar a Oatpl en la membrana apical de la célula del tabulo proximal renal,
particularmente en el segmento S3, y en la membrana sinusoidal (basolateral) de hepatocitos
(Hagenbuch B y Meier PJ, 2004; Svoboda M et al., 2011).

La expresion de Oatpl en el rifion esta influenciada por el sexo y es regulada por hormonas
sexuales, principalmente testosterona. La expresion es mayor en los machos que en las hembras
(Gotoh Y et al., 2002).

El transporte mediado por Oatpl es independiente de sodio y los sustratos son
preferentemente aniones organicos anfipaticos de peso molecular mayor a 300 Da (Jacquemin E
et al., 1994; Eckhardt U et al., 1999; Shitara Y et al., 2002; Hata S et al., 2003). Dentro de la

amplia variedad de compuestos transportados por esta proteina podemos mencionar: acidos y
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sales biliares, bilirrubina, conjugados de esteroides, prostaglandinas y farmacos de importancia

clinica como antibidticos p-lactamicos, eritromicina, glicosidos cardiacos, estatinas, entre otros.
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2. OBJETIVOS

La lesion renal obstructiva ocasiona alteraciones estructurales y funcionales a lo largo de
todos los segmentos de la nefrona. En muchas ocasiones, la pérdida de integridad de los epitelios
tubulares conduce a la liberacion de diversas proteinas de membrana hacia la luz tubular,
promoviendo su aparicion en la orina. Esta situacion y el hecho de ser moléculas en intimo
contacto con el sitio de la lesion, las convierte en excelentes biomarcadores del dafio renal. Los
transportadores de aniones organicos son proteinas integrales de membrana, susceptibles de
aparecer en el fluido tubular en situaciones de lesion renal, por lo tanto el objetivo general del

presente trabajo de Tesis consistio en...

“Analizar la excrecion urinaria de diferentes proteinas transportadoras de aniones
organicos en un modelo experimental de nefropatia obstructiva en ratas, con el fin de

determinar su potencialidad como biomarcadores de lesion renal obstructiva.”

Para ello, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

> Estudiar las alteraciones de la funcién renal en un modelo experimental de nefropatia
postrenal, obtenido a través de la obstruccién completa de ambos uréteres durante diferentes

periodos de tiempo.

> Evaluar la excrecion urinaria de diferentes proteinas transportadoras renales, en grupos
experimentales de nefropatia obstructiva de gravedad creciente, y compararlas con

marcadores tradicionales de lesion renal. Las proteinas a evaluar son:
* El Transportador de aniones organicos 5 (Oat5, Slc22a19)
* El Cotransportador Na*/Dicarboxilatos 1 (NaDC1, Slc13a2)

* El Polipéptido transportador de aniones orgéanicos 1 (Oatpl, Slcolal)

> Evaluar la expresion renal de Oat5, NaDC1 y Oatpl en el contexto de la lesion renal

obstructiva y determinar sus implicancias.

27



= Materiales y Métodos <+

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas (110-130 dias de edad y 350-380 g de peso corporal,
p.c.) provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la
Universidad Nacional de Rosario (U.N.R). Durante los experimentos los animales tuvieron libre
acceso al agua y al alimento, y fueron mantenidos en condiciones constantes de humedad y
temperatura (21-23°C), con ciclos regulares de luz (12 h). Todos los procedimientos
experimentales se realizaron de acuerdo con los principios y lineamientos para el cuidado y uso
de animales de laboratorio (National Research Council (US) Committee of the Update of the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 8" Edition. Washington (DC). National
Academies Press. (US); 2011). Asi mismo, el protocolo experimental fue aprobado por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, U.N.R. (Resol. 484/2015).

3.2 Disefio experimental

Para la realizacion del presente trabajo de Tesis, se trabajo con un modelo de nefropatia
obstructiva, basado en la obstruccion completa de ambos uréteres (obstruccidn ureteral bilateral,
OUB). Previo a los procedimientos quirdrgicos los animales fueron pesados y anestesiados con
tiopental sédico (Penthothal® Sédico), empleando una dosis de 70 mg/kg de p.c., intraperitoneal
(i.p.). La operacion consistio en efectuar una incision a ambos lados de la cavidad abdominal,
localizar los uréteres y obstruirlos completamente mediante el uso de clamps vasculares (Villar
SR et al., 2004, 2005, 2008; Di Giusto G y Torres AM, 2009). Posteriormente, la herida fue
cerrada, permitiendo a los animales recuperarse completamente, teniendo libre acceso al agua y
al alimento.

Se estudiaron cuatro grupos experimentales (Figura 3.1):

OUBL.: ratas sometidas a 1 h de obstruccién ureteral (n=5)
OUB?2: ratas sometidas a 2 h de obstrucciéon ureteral (n=7)
OUBS: ratas sometidas a 5 h de obstruccién ureteral (n=6)

OUB24: ratas sometidas a 24 h de obstruccidon ureteral (n=6)
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La obstruccién fue considerada exitosa cuando el diametro ureteral fue mayor a 2 mm vy se
constato la ocurrencia de hidronefrosis. Luego de transcurrido el periodo obstructivo se procedio
nuevamente a anestesiar a los animales y, por cirugia, a desligar ambos uréteres mediante la
remocion de los clamps vasculares. Posteriormente, los animales fueron mantenidos en jaulas
metabdlicas durante 24 h. El dia del experimento los animales se anestesiaron nuevamente con
tiopental sddico (70 mg/kg p.c., i.p.) y se obtuvieron muestras de sangre, orina y tejido renal.
Para finalizar, se practico la eutanasia con una sobredosis de anestésico y posterior neumotérax.

Para cada grupo experimental se proceso, simultaneamente, un grupo de animales Sham. Una
vez corroborado que no existian diferencias significativas entre ellos, en cada variable estudiada,
se procedio a unificarlos en un grupo Sham unificado (grupo Sham, n=11) para facilitar el

analisis de los resultados.

ouB1
Desobstruccién
1 h obstruccion \L
ureteral
— | Horas
0 f
uB2 i
o Recolecciéon de muestras
Desobstruccién Eutanasia
2 h obstruccion
ureteral \L
I— | Horas
0 24
v
OUB5 Recoleccion de muestras
- Eutanasia
Desobstruccién
5 h obstruccion \[/
ureteral
I | Horas
0 \12/4
OuUB24 Recoleccién de muestras
" Eutanasia
Desobstruccién
24 h obstruccién \L
ureteral
| Horas
0 j“
Recoleccidén de muestras
Eutanasia

Figura 3.1: Esquema del disefio experimental.
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3.3 Obtencion de muestras y procesamiento posterior

Los animales fueron colocados en jaulas metabdlicas individuales, en ayuno y con libre
acceso al agua, luego de la cirugia de desobstruccion, durante 24 horas para la recoleccion de las
muestras de orina. El volumen urinario se determind por gravimetria y se expresd en
pML/min.100g p.c. (flujo urinario, Ug). Las orinas fueron centrifugadas a 3.000 g durante 10
minutos, con el fin de eliminar células descamadas y detritus celulares. Los sobrenadantes se
utilizaron para realizar diferentes determinaciones bioquimicas (niveles de creatinina, glucosa,
proteinas totales, osmolaridad, citrato, y la actividad de fosfatasa alcalina) y para evaluar la
abundancia proteica de Oat5, NaDC1, Oatpl y NGAL mediante la técnica de electroforesis y
Western blotting.

El dia de los experimentos (24 h posteriores a la cirugia de desobstruccion), los animales
fueron anestesiados nuevamente, y se procedio a la recoleccion de las muestras de sangre y a la
extraccion de los rifiones, los cuales fueron pesados y almacenados a -80°C hasta su posterior
uso. Las muestras de sangre, obtenidas por puncién cardiaca, se centrifugaron a 3.000 g por 10
minutos. En el plasma obtenido se realizaron las mediciones de los niveles de urea, creatinina,

glucosa y osmolaridad.

Recoleccidn de muestras de orina mediante jaula metabdlica

Las jaulas metabdlicas (Figura 3.2) son dispositivos cuidadosamente disefiados para separar
de forma selectiva la orina y las heces. La separacion es inmediata y completa, sin ninguna
posibilidad de contaminacion, proporcionando muestras puras y fiables. Una jaula metabdlica
comercial tipica consta de un habitdculo de policarbonato transparente, resistente a las
mordeduras, donde el animal se mantiene contenido. Este habitaculo posee un suelo de rejilla
que se coloca en la parte superior de un embudo por donde la orina fluye hasta caer en un vial de
coleccidn, graduado en centimetros cubicos. En los laterales, las heces caen por separado en otro
vial.

El habitaculo superior contiene una botella de agua, que funciona como mamadera, y que se
encuentra anexada a un tubo para la recoleccion de derrames. Ambos estan calibrados, lo que
permite al investigador medir la cantidad real de agua consumida durante el experimento.
Ademas, el habitaculo posee un cajén con alimento, que puede abrirse desde afuera, facilitando

el llenado por el operador sin molestar al animal.
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Los tubos para la recoleccion de orina y heces son de policarbonato impermeable, lo que
permite la libre fluidez de las muestras. Cada muestra puede retirarse sin la menor molestia para
el animal, permitiendo la realizacion de las pruebas sin interrupciones, durante periodos de
tiempo prolongados. Ademas, todos los componentes de la jaula se pueden lavar y esterilizar
(Kurien BT et al., 2004).

Imagen adaptada de https://es.made-in-china.com

Figura 3.2: Jaula metabdlica. (A) Habitaculo de policarbonato. (B) Embudo por donde fluye la orina. (C) Vial de
policarbonato graduado para la recoleccién de orina. (D) Vial para las heces. (E) Botella de agua calibrada
(mamadera). (F) Tubo para la recoleccion de derrames.

3.4 Monitoreo de la pérdida de peso corporal

A fin de evaluar la posible variacién en el peso corporal, los animales fueron pesados antes de
realizar la cirugia de obstruccion y previo a la obtencion de las muestras de sangre y de tejido
renal.

La pérdida de peso se calculé como % de peso perdido, segun la siguiente férmula:
% Peso perdido = - (PeSOfinai — P€SOinicial) - 100
3.5 Calculo de la relacién peso renal/peso corporal
El peso y el tamafio de los 6rganos en los animales de laboratorio se encuentran influenciados
por diversas variables, entre ellas el peso corporal. La determinacion del peso renal en relacion al

peso corporal representa un valioso aporte sobre todo para evaluar la variacion relativa de peso

del 6rgano, debida a la nefropatia obstructiva.
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La relacion peso renal/peso corporal se calculé como un cociente entre el peso de los rifiones

y el peso corporal final (previo a la cirugia de eutanasia), segun la siguiente formula:
Peso renal/Peso corporal (Pr/PC) = (Pesoriisn / PESOcorporal finat) - 103
3.6 Determinaciones bioquimicas
3.6.1 Determinacion de la concentracion plasmatica de urea

La urea es generada en el higado como resultado del catabolismo de los aminoacidos. Las
enzimas del ciclo de la urea convierten el amoniaco citotdéxico proveniente del metabolismo
proteico, en otra sustancia mas inocua y neutra, la urea, que puede ser eliminada a través de los
fluidos, especialmente la orina. La urea es excretada no solo por filtracion glomerular, sino
también por secrecion tubular, siendo el 40-50% reabsorbida en los tUbulos proximales
(Schmidt-Nielsen B y Sands JA, 2001; Layton AT y Bankir L, 2013).

El nitrégeno ureico en sangre (BUN) ha sido utilizado durante décadas para evaluar la funcion
renal. Sin embargo, dado que los niveles en sangre de este compuesto pueden alterarse debido a
diferentes situaciones como la dieta, hormonas y diferentes enfermedades, actualmente es
considerado como un indicador no especifico de la funcion renal (Traynor J et al., 2006; Waikar
SS y Bonventre JV, 2006).

Técnica experimental

La concentracion plasmatica de urea fue determinada espectrofotométricamente. Se utilizé un
kit comercial (Uremia, Laboratorio Wiener, Rosario, Argentina) basado en la capacidad de la
ureasa de descomponer especificamente a la urea en didxido de carbono y amoniaco. El
amoniaco reacciona con fenol e hipoclorito en un medio alcalino y produce azul de indofenol,

compuesto que finalmente es detectado por espectroscopia a A=540 nm.

3.6.2 Determinacion de la concentracion de creatinina en muestras de plasmay orina

La creatinina es un compuesto proveniente del metabolismo de la creatina y la fosfocreatina
musculares, que se forma a una tasa relativamente constante en el organismo, con el fin de

proporcionar una fuente rapida pero a corto plazo de ATP en los musculos y otros tejidos. Se
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elimina de manera casi completa por filtracion glomerular a través de la orina, no se reabsorbe y
su secrecion es practicamente minima (Van Veldhuisen DJ et al., 2016).

La medicion de los niveles de creatinina en plasma y orina, asi como el célculo de su
clearance renal, se utilizan ampliamente para evaluar la funcién renal y para normalizar los
niveles de varios compuestos excretados. Una alteracion en la velocidad de filtracion glomerular
ocasionard la acumulacién de este compuesto en el plasma y su consecuente disminucion en la
orina (Van Veldhuisen DJ et al., 2016).

Técnica experimental

Para determinar la concentracion de creatinina, tanto en plasma como en orina, se utiliz6 un
kit comercial (Creatinina, Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina). EI método consiste en la
reaccion de la creatinina con picrato alcalino en un medio tamponado, que da lugar a la
formacion de un compuesto coloreado que se detecta espectrofotométricamente a A=510 nm. En
el caso del plasma, previo a la reaccion, se realizd la desproteinizacion de la muestra con acido

picrico.

3.6.3 Determinacion del clearance renal de creatinina

El clearance renal de cualquier sustancia se define como el volumen de plasma que es
depurado de dicha sustancia por unidad de tiempo. Si [X]o es igual a la concentracion en orina de
la sustancia X, y Ut es la velocidad de formacion de orina (flujo urinario), entonces ([X]o . Us) es
la cantidad de sustancia X excretada en la orina por unidad de tiempo. Si [X], es la concentracion
de X en plasma, el término ([X]o . Us / [X]p) indica el volumen de plasma depurado de la
sustancia X en la unidad de tiempo. Esta relacion brinda una vision cuantitativa de la habilidad
renal para excretar la sustancia X en relacion a su concentracion en plasma a un tiempo dado.

Una de las aplicaciones de las técnicas de clearance es la determinacion de la velocidad de
filtracion glomerular (VFG). La VFG es un buen parametro para evaluar la funcién renal. Uno de
los requerimientos para la estimacion es contar con una sustancia que sea libremente filtrable en
los glomeérulos y no sea reabsorbida ni secretada por los tubulos renales.

La velocidad a la cual tal sustancia es filtrada sera igual a (VFG . [X]p); la velocidad de
excrecion sera igual a (Us . [X]o); por lo tanto si tal sustancia no es reabsorbida ni secretada por

los tubulos, la cantidad que se elimina por orina (Us . [X],) seré igual a la cantidad de la misma
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que filtra el rifion (VFG . [X],), de este modo la VFG sera igual a (Us . [X]o/ [X]). Es decir que
el clearance de cualquier sustancia que cumpla con este criterio, serd una medida de la VFG.
Para que una sustancia pueda ser utilizada en la estimacion de la VFG debe cumplir, ademas,

las siguientes condiciones:

v" Ser fisioldgicamente inerte y no toxica.
v No estar sujeta a destruccion, sintesis o almacenamiento dentro del rifion.

v" Presentar un clearance constante en un amplio rango de concentraciones plasmaticas.

A pesar de sus limitaciones, la creatinina es un compuesto enddgeno que cumple con la
mayoria de las caracteristicas previamente mencionadas, por lo tanto, desde hace décadas, su
clearance renal ha sido considerado como un estimador de la VFG y de la funcion renal (Stanton
BA y Koepen BM, 1995).

Técnica experimental

El clearance renal de creatinina se determind, utilizando la férmula convencional de
clearance:
CICr: (Cro . Uf) / Crp

Para ello, se determinaron previamente las concentraciones de creatinina en plasma (Crp) y en
orina (Cr,) (item 3.6.2 de este capitulo), y se calculé el flujo urinario, empleando jaulas

metabolicas para la recoleccién de la orina.

3.6.4 Determinacion de las excreciones fraccionales de agua y osmoles

La excrecion fraccional de agua es la relacion entre la velocidad de formacion de la orina y la
VFG. Este valor dara cuenta de los procesos pasivos de reabsorcion de agua a lo largo de toda la
nefrona.

EF% H,0 = (Us/ VFG) . 100

Por otro lado, la excrecién fraccional de osmoles se calcula como la relacion entre la carga
excretada (Osm, . Uy) y la carga filtrada (Osm, . VFG) de las particulas osmoticamente activas.

Este parametro evidencia el manejo tubular de especies osmoticamente activas.
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EF% Osm = [(Osm, . Ug) / (Osm, . VFG)] . 100

La osmolaridad en las muestras de orina y plasma se determiné empleando un osmometro de

descenso crioscopico (Osmomat 030 - Gonotec, GmbH, Alemania).

3.6.5 Determinacion de la concentracion de proteinas totales en orina

La proteinuria es la presencia de niveles elevados de proteinas en la orina, por encima del
intervalo de referencia. La membrana basal glomerular es una barrera eficaz que impide el paso
de moléculas de gran tamafio, pero eventualmente, una pequefia fraccion puede atravesar la
membrana y aparecer en el filtrado glomerular. En condiciones fisioldgicas, estas proteinas
filtradas son degradadas y reabsorbidas en los tabulos proximales, sin embargo, cuando la
funcion renal se encuentra comprometida, ocurre un aumento en la permeabilidad glomerular y/o
una alteracién en el proceso de reabsorcion tubular, lo que ocasiona el incremento en los niveles
urinarios de proteinas. La presencia de concentraciones elevadas de proteinas en la orina, de

modo persistente, es un signo de lesion renal (Montafiés BermUdez R et al., 2011).

Técnica experimental

Los niveles de proteinas totales en la orina se determinaron espectrofotométricamente
utilizando un kit comercial (Proti U/LCR, Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina). Las
proteinas presentes en la muestra reaccionan con el complejo Rojo de Pirogalol-Molibdato, en

medio &cido, generando un nuevo compuesto coloreado que se detecta a A=600 nm.

3.6.6 Determinacion de la concentracion de glucosa en plasmay orina

En situaciones fisiologicas, la glucosa sanguinea es filtrada libremente por el glomérulo y
reabsorbida completamente a nivel tubular, mediante transportadores especificos. Cuando la
funcién renal es normal, la excrecion de glucosa a través de la orina ocurre solamente cuando la
concentracion de glucosa en sangre es anormalmente elevada, debido a la saturacion del
transporte. Sin embargo, una alteracion en la capacidad de reabsorcion de los tubulos renales,
también puede ocasionar aumentos en los niveles urinarios de glucosa. Por lo tanto, frente a
niveles de glucosa en sangre normales, el aumento en los niveles de glucosa en orina es un

parametro indicativo de dafio renal tubular (Mather A'y Pollock C, 2011).
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Técnica experimental

El dosaje de glucosa en plasma y orina se realiz6 empleando un kit comercial (Glicemia,
Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina). EI método se basa en la reaccion enzimatica de la
glucosa oxidasa que convierte a la glucosa, presente en la muestra, en acido glucénico y
peroxido de hidrégeno. Este ultimo reacciona con fenol y 4-aminofenazona produciendo una

quinona coloreada que se detecta a A=505 nm.

3.6.7 Determinacioén de la actividad de fosfatasa alcalina en orina

La fosfatasa alcalina es una enzima de localizacion ubicua, que cataliza la hidrélisis de
diferentes monoésteres fosforicos, a pH alcalino. En el rifion, esta enzima se localiza en la zona
del ribete en cepillo de los tubulos proximales renales y tradicionalmente, el aumento en la
actividad de la fosfatasa alcalina en orina se asocia a dafio en la estructura de las
microvellosidades. Pacientes con patologias renales de diferente etiologia mostraron aumentos
en la actividad de la fosfatasa alcalina urinaria, sin modificaciones de la misma a nivel
plasmatico, permitiendo inferir que el aumento observado se debe principalmente al dafio de la
celula renal (Refaie MO et al., 2000; Santos C et al., 2010).

Técnica experimental

La actividad de la fosfatasa alcalina se determind por espectrofotometria utilizando un kit
comercial (Fosfatasa alcalina optimizada, Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina). La técnica
se basa en la capacidad de la fosfatasa alcalina de desdoblar al fenilfosfato de sodio, en medio
alcalino. El fenol liberado se determina por reacciéon con 4-aminoantipirina y ferrocianuro como
agente oxidante. El color que se desarrolla es directamente proporcional a la actividad de la
enzimay es detectado a A=520 nm.

3.6.8 Determinacién de la concentracion de citrato en orina

El citrato es un dicarboxilato intermediario del ciclo de Krebs, sintetizado y metabolizado por
aquellos tejidos que obtienen la energia principalmente a partir del metabolismo oxidativo. La
molécula de citrato esta involucrada no s6lo en la produccién de energia sino también en varias

vias metabolicas: es una fuente de equivalentes reductores citosolicos para la biosintesis
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reductiva, es una fuente de carbono para procesos biosintéticos citosélicos (por ejemplo, acidos
grasos, esteroles), y es un regulador de otros pasos metabdlicos (Caudarella R et al., 2003).

En la sangre, la mayor parte del citrato circula de forma libre y la fraccion restante se
encuentra complejada con calcio, potasio y sodio. A nivel renal, el citrato es filtrado en el
glomérulo y luego reabsorbido principalmente en el tdbulo proximal. A pesar de que sélo el 10-
35% de la carga filtrada total se excreta en la orina, se considera que el citrato es el anion

organico mas abundante presente en este fluido (Unwin RJ et al., 2004).

Técnica experimental

La determinacion de los niveles de citrato en las muestras de orina se realiz6 empleando un
kit comercial (Citric acid, Boehringer Mannheim/R-Biopharm, Darmstadt, Alemania). El
fundamento de la técnica consiste en la capacidad de la citratoliasa de desdoblar el citrato en
oxalacetato y acetato. EIl oxalacetato junto con el piruvato proveniente de la degradacion del
acetato, son reducidos a L-malato y L-lactato respectivamente, a expensas de la oxidacion de
NADH. La cantidad de NADH oxidado es estequiométrico con la cantidad de citrato de partida.

El NADH es detectado por medio de su absorbancia a A=340 nm.

3.6.9 Determinacion de la concentracion de proteinas en tejido renal

El dosaje de proteinas en muestras de tejido renal se realiz6 empleando la técnica de Lowry,
con algunas modificaciones (Severin MJ et al., 2016, 2019). A través de una reaccion en dos
fases, el método permite analizar cuantitativamente la concentracion de proteinas de una
muestra. En una primera etapa se afiade a la muestra un reactivo, conocido con el nombre de
reactivo alcalino, que contiene iones Cu™™, en medio alcalino. Los mismos se unen a las proteinas
formando complejos con los enlaces peptidicos. Estos complejos provocan el desdoblamiento de
la estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos fenolicos de la tirosina y el
triptofano. EI Cu™ permanece en solucion alcalina gracias a la formacion de complejos con el
tartrato, otro componente del reactivo alcalino, impidiendo asi la precipitacién. En una segunda
fase se agrega el reactivo de Folin, también en medio basico, y se produce su reduccion por los
grupos fendlicos de los residuos de tirosina y triptofano, actuando el cobre como un catalizador.
El componente principal del reactivo de Folin es el acido fosfomolibdotingstico, de color
amarillo, que al ser reducido da lugar a un complejo de color azul intenso que se mide a A=600

nm. La intensidad del color es proporcional a la concentracion de proteinas en la solucion.
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3.7 Estudios en tejido renal

3.7.1 Estudios histopatol6gicos y de inmunohistoquimica

La histologia es la disciplina que estudia los aspectos morfoldgicos, estructurales y
funcionales de los diferentes tejidos organicos. Para llevar a cabo un estudio histolégico es
necesario contar con una serie de procedimientos que permitan la preparacion de las muestras
para la observacion microscopica. Dentro de las diferentes técnicas histologicas existentes, las
que se basan en el estudio de material muerto o inanimado son las que presentan mayores
aplicaciones y por tanto, las mas frecuentemente utilizadas. En lineas generales el proceso consta
de una serie de etapas que comienzan con la fijacion del tejido a analizar. La fijacion preserva las
caracteristicas morfologicas de la muestra y evita los procesos degradativos de autolisis y
putrefaccion; el fijador coagula las proteinas estableciendo enlaces cruzados entre ellas e inactiva
las enzimas liticas retardando la aparicién de alteraciones después de la muerte o diseccion,
conservando de esta manera la estructura lo mas parecida posible a como se hallaba en el
organismo Vvivo. Luego, el tejido fijado debe ser cortado en secciones de un espesor de entre 5-10
pum para poder realizar la observacion microscopica. Para poder realizar tales cortes, el tejido
necesita ser incluido en un medio especial, generalmente parafina, que le otorgue una
consistencia adecuada. La parafina es un tipo de cera insoluble en agua, por lo tanto, previo a la
inclusion, la muestra debe ser deshidratada empleando para ello una serie de bafios en alcoholes
y solventes organicos. Una vez realizada la inclusion, el bloque solido del tejido impregnado en
la parafina se corta en secciones delgadas las cuales se montan en portaobjetos de vidrio
(Geneser F, 2008; Martin Lacave | y Garcia Caballero T, 2012).

Como muchos constituyentes tisulares tienen aproximadamente las mismas densidades
Opticas, los preparados deben tefiirse para poder observarlos a la luz del microscopio. La tincion
se efectua principalmente con colorantes hidrosolubles. Primero se retira la parafina del corte vy,
a continuacion, el tejido se rehidrata y se tifie. La tincion empleada mas a menudo en histologia
es la de hematoxilina y eosina. La hematoxilina es una base que brinda un tinte azulado
preferencialmente a los componentes acidos de la célula. Como la mayor parte de los
componentes acidos son ADN y ARN, el ndcleo y ciertas regiones del citoplasma se tifien de
color azul oscuro. La eosina es un acido que otorga una coloracion rosada a los componentes
basicos de la célula. Como muchos constituyentes citoplasmicos tiene pH basico, las regiones del

citoplasma se tifien de color rosado.

38



= Materiales y Métodos <+

Después de la tincion el corte se deshidrata una vez méas de modo que pueda fijarse de manera
permanente en el portaobjetos con un medio de montaje adecuado. El cubreobjetos no s6lo
protege al tejido del dafio, sino que ademas se requiere para poder ver el corte con el
microscopio (Geneser F, 2008; Martin Lacave | y Garcia Caballero T, 2012).

Por otro lado, las técnicas de inmunohistoquimica permiten localizar constituyentes quimicos
especificos de los tejidos y las células, con mayor grado de precision. Basada en la alta
especificidad y afinidad de la reaccion antigeno-anticuerpo, la técnica de inmunohistoquimica
permite determinar la localizacion in situ de determinadas proteinas, mediante el empleo de
anticuerpos especificos y diferentes sistemas de deteccion. Dichos sistemas de deteccion pueden
ser enzimaticos o fluorescentes, y las opciones van desde versiones sencillas, donde la marcacion
se encuentra directamente en el anticuerpo primario, hasta otras mas complejas, donde la marca
se encuentra en el anticuerpo secundario. Actualmente, los protocolos disponibles son numerosos
y la eleccidn de uno u otro dependera principalmente del grado de sensibilidad requerido por el
sistema de estudio (Geneser F, 2008; Martin Lacave | y Garcia Caballero T, 2012).

Técnica experimental

Para los estudios histopatoldgicos y de inmunohistoquimica se utilizé un set diferente de
animales (n=4, para cada uno de los cinco grupos experimentales analizados). Los rifiones de las
ratas Sham y OUB fueron perfundidos por medio de una cénula introducida en la aorta
abdominal, primero con solucién salina por un breve periodo de tiempo, y luego con una
solucién de periodato-lisina-paraformaldehido (0,01 M NalQ,4, 0,075 M lisina, 0,0375 M buffer
fosfato, con 2% paraformaldehido, pH=7,20). Posteriormente se procedié a la extraccion y
limpieza de los 6rganos, y se realizaron cortes para obtener muestras de tejido. Las muestras
fueron sumergidas en solucion de periodato-lisina-paraformaldehido y mantenidas a 4°C durante
toda la noche. Finalmente se realizo la inclusion en parafina.

Se tomaron cortes con micrétomo, de 4 um de espesor. Luego de deparafinar las laminas,
algunas de ellas se procesaron para la tincion de rutina con hematoxilina-eosina. Otras fueron
empleadas para estudios de inmunohistoquimica con tincién especifica para Oat5, NaDC1 y
Oatpl. Para esto, las laminas fueron incubadas con 3% H,0O, durante 15 minutos (para eliminar
la actividad peroxidasa enddgena) y luego con solucion de bloqueo por 30 minutos.
Posteriormente, se realiz6 la incubacion con los anticuerpos policlonales no comerciales anti-
Oat5 (dilucion 1:100) y anti-NaDC1 (dilucion 1:50) y con el anticuerpo policlonal comercial

anti-Oatpl (dilucion 1:50), a 4°C durante toda la noche. Las muestras fueron lavadas con PBST
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y luego incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpo secundario contra
inmunoglobulina de conejo, asociado a peroxidasa de rabanito (HRP). Para detectar la tincion se
utilizé como sustrato de la peroxidasa a la diaminobencidina (0,05% diaminobencidina en PBST
con 0,05% H,0,). Posteriormente, se realizo la contra-tincion con hematoxilina y finalmente las
ldminas fueron montadas, para su posterior examen por microscopia convencional.

A partir de los cortes tefiidos con la tincion de rutina con hematoxilina-eosina, se evalud la
aparicion de lesion tubular en el tejido renal. La gravedad de la lesion se consider6 como el
porcentaje de los tabulos que mostraban una alteracion tubular determinada (dilatacion tubular,
pérdida del borde en cepillo, desprendimiento celular, residuos celulares y fibrosis) y se clasificd
de la siguiente manera: 0, menos del 5%; 1, 5-33%; 2, 34-66% y 3, méas del 66%, como se
describid anteriormente (Stoyanoff TR et al., 2014; Hazelhoff MH et al., 2018). Para lograrlo, un
observador ciego, que desconocia los grupos experimentales, examind diez campos/secciones en

cada preparado en alta resolucion (400X).

3.7.2 Preparacion de homogenados y obtencién de membranas apicales de células de
rifion

Los procesos de reabsorcion y secrecion de compuestos organicos cargados ocurren
principalmente a nivel de los tabulos proximales renales. Las células epiteliales de estos tdbulos
cuentan con una serie de sistemas de transporte distribuidos asimétricamente sobre toda la
superficie de la membrana, los cuales a su vez permiten diferenciar un dominio apical de otro
basolateral, con caracteristicas morfoldgicas, fisicas y de composicion quimica claramente
definidas.

Para estudiar la expresion tisular de proteinas transportadoras, tales como Oat5, NaDC1 y
Oatpl, es necesario contar con un método de aislamiento que permita separar las membranas
plasmaticas apicales o basolaterales del resto de los componentes celulares. El primer paso en
cualquier método de separacion consiste en la homogeneizacion de los tejidos. En un
homogeneizador, que puede tener la forma de un cilindro de vidrio, se colocan pequefios trozos
del tejido junto con una solucién buffer adecuada, mantenida a baja temperatura (4°C), para
preservar la integridad de las organelas. Posteriormente, mediante la accion de una varilla de
teflon que rota a gran velocidad, los trozos de tejidos son aplastados contra las paredes del
cilindro por la friccion de la varilla. Asi se rompen las membranas celulares y quedan libres en la

solucion las organelas y los distintos componentes celulares.
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La separacién propiamente dicha se realiza luego por centrifugacion diferencial. Debido a las
diferencias en tamafio y densidad, cada componente celular presenta un coeficiente de
sedimentacion particular, el cual aumenta en funcién de la masa y el volumen de las particulas.
Después de unos minutos de reposo, el homogenado es centrifugado primero a velocidades
moderadas y luego repetidas veces a velocidades crecientes, sedimentdndolo progresivamente en
particulas méas pequefias y obteniendo asi las distintas fracciones subcelulares, entre ellas las

fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas (Evans WH, 1987).

Técnica experimental

Se prepararon homogenados totales de rifion de ratas Sham y OUB. Para ello, los rifiones
extraidos fueron decapsulados, lavados con solucion salina (9 g/L) a 4°C y pesados.
Posteriormente el tejido fue cortado y homogeneizado en un buffer a 4°C constituido por manitol
50 mM, EGTA 5 mM, Tris HCI 2 mM (pH=7,10), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM,
en una proporcion de 100 mL de buffer cada 30 g de tejido renal. Este proceso se realizd
empleando un homogeneizador Glas-Col por 5 minutos a maxima velocidad. Cada preparacion
representa el tejido renal de un animal. Se realizaron cuatro preparaciones diferentes para cada
grupo experimental. De las preparaciones obtenidas se separaron alicuotas, para determinar la
concentracion de proteinas (ver item 3.6.9 de este capitulo) y para los estudios de expresion. Las
alicuotas fueron almacenadas a -80°C hasta su uso.

Las membranas apicales fueron obtenidas a partir de los homogenados totales de rifion por
precipitacién con Mg/EGTA, como se describié previamente (Severin MJ et al., 2016, 2019;
Hazelhoff MH et al., 2018). A los homogenados totales se les agregdé MgCl, en una
concentracion final de 12 mM vy se dejo agitando en frio durante 15 minutos. Se realiz la
primera centrifugacion a 3.000 g por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido fue separado
delicadamente y centrifugado luego a 28.000 g por 40 minutos a 4°C. El pellet formado en este
paso se encuentra altamente enriquecido en membranas apicales. EI mismo fue resuspendido en
un buffer “experimento” compuesto por manitol 50 mM, Hepes Tris 10 mM (pH=7,50) y PMSF
1 mM vy centrifugado nuevamente a 800 g por 15 minutos a 4°C. Por Gltimo, el sobrenadante, se
centrifugd una vez mas a 28.000 g por 45 minutos a 4°C, y los pellets conseguidos se
resuspendieron en el buffer “experimento”, siendo los mismos representativos de muestras puras
de membranas apicales renales (Figura 3.3). De cada preparacion se tomaron alicuotas para la
determinacion de proteinas (ver item 3.6.9 de este apartado) y para los estudios de expresion. Las

alicuotas fueron almacenadas a -80°C hasta ser utilizadas.
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Figura 3.3: Esquema de obtencion de las fracciones de membranas apicales renales.

3.8 Electroforesis y Western blotting

El Western blotting es una técnica analitica ampliamente aceptada que se utiliza para detectar
proteinas especificas a partir de una muestra compleja. EI primer paso del procedimiento
consiste en separar las macromoléculas mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) y dodecil sulfato de sodio (SDS), en un sistema conocido como SDS-PAGE. EI SDS es
un detergente que desnaturaliza las proteinas y forma una micela cargada negativamente
alrededor de ellas, haciendo que la carga de la molécula se vuelva relativa a su tamafio. Al
aplicar un campo eléctrico sobre el gel, las moléculas cargadas negativamente se mueven hacia
el electrodo positivo atravesando el entramado poroso, y se separan s6lo en funcién de su tamafio
(Mahmood Ty Yang PC, 2012).

Después de la electroforesis, las proteinas se transfieren a una membrana de soporte solido
(generalmente nitrocelulosa o difluoruro de polivinilideno), donde se tifien con anticuerpos
especificos. Con el fin de prevenir la unién inespecifica de los anticuerpos, la membrana se trata
previamente con una sustancia como leche descremada, seroalbimina bovina o caseina, que
bloquea los sitios residuales inespecificos de la superficie. La membrana blogueada se incuba
con el anticuerpo primario y posteriormente con el anticuerpo secundario, el cual estd marcado
con un sistema reportero especifico. Los sistemas de deteccion del complejo proteina-anticuerpo
primario-anticuerpo secundario son variados, y se basan generalmente en una enzima que
cataliza una reaccién facilmente detectable, una molécula fluorescente o un radioisétopo.
Cualquiera que sea el sistema que se use, la intensidad de la sefial se correlaciona con la

abundancia del antigeno en la membrana (Mahmood T y Yang PC, 2012).
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La técnica de Western blotting permite detectar concentraciones de proteinas tan bajas como 1
ng, debido a la alta resolucién de la electroforesis en gel y a la alta especificidad y sensibilidad

del inmunoensayo (Mahmood T y Yang PC, 2012).

Técnica experimental

Las muestras de orina (10 pL), homogenados (20 pg de proteina) y membranas apicales
renales (16 pg de proteina) de ratas Sham y OUB, fueron calentadas a 100°C por 3 minutos en
presencia de -mercaptoetanol 1% y SDS 2%. Las muestras se sembraron en un gel de SDS-
poliacrilamida al 8,5% o0 12% (segun la proteina a detectar), se separaron por electroforesis y
luego fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa por electrotransferencia durante 1
hora. Para verificar la igual carga y transferencia de las proteinas, las membranas se tifieron con
el colorante Rojo Ponceau, segin lo descripto previamente (Romero-Calvo | et al., 2010;
Bulacio RP et al., 2015; Severin MJ et al., 2016, 2019). A continuacién, se incubaron durante 1
hora con una solucién de leche en polvo descremada al 5% en PBST (Na,HPO, 80 mM,
NaH,PO4 20 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1% (pH=7,50)). Después de realizar 4 lavados con
PBST, las membranas fueron incubadas durante toda la noche, a 4°C, con el anticuerpo primario
correspondiente: anticuerpo policlonal no comercial de conejo anti-Oat5 de rata (dilucion 1:800),
anticuerpo policlonal no comercial de conejo anti-NaDC1 de rata (dilucion 1:1.000), anticuerpo
policlonal comercial de conejo anti-Oatpl de rata (dilucion 1:800) ¢ anticuerpo monoclonal
comercial de raton anti-NGAL de rata (dilucién 1:800). La especificidad de los anticuerpos Oat5
y NaDC1 ha sido descripta previamente (Sekine T et al., 1998; Anzai N et al., 2005). Luego de
cuatro lavados méas con PBST, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario de
cabra anti-inmunoglobulina de conejo ligado a peroxidasa 6 con el anticuerpo secundario de
oveja anti-inmunoglobulina de raton ligado a peroxidasa, con agitacion durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Por ultimo, luego de lavados consecutivos con PBST y PBS, las bandas de Oat5, NaDCl1,
Oatpl y NGAL fueron detectadas por quimioluminiscencia empleando un kit comercial (ECL
enhanced chemiluminescence system, Pierce, Thermo Fisher Scientific, USA). La intensidad de
las bandas obtenidas se analiz6 por densitometria empleando un software comercial y el
resultado se expresd en unidades arbitrarias.

Para el analisis densitométrico de los inmunoblots, las muestras de las ratas Sham y OUB
fueron corridas en cada gel. Los niveles de Oat5, NaDC1, Oatpl y NGAL en las muestras de los

animales OUB se calcularon como porcentaje del valor promedio del grupo Sham para ese gel,
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usando el software GelPro Analyzer (Gel-Pro Analyzer™: Media Cybernetics, Maryland, USA).
En las muestras de orina, la abundancia de las proteinas se normaliz6 segun los niveles urinarios
de creatinina, como fuera descripto previamente (Bartoli F et al., 2011; Bulacio RP et al., 2015;
Severin MJ et al., 2016, 2019). En los casos en donde no se detecté banda inmunoreactiva en las
muestras Sham (Oatpl en orina) un segundo experimento de Western blotting fue disefiado, con
el fin de poder estimar los niveles relativos de la proteina en los diferentes grupos experimentales
y compararlos entre si. En estos casos, las muestras de orina de los animales OUB fueron
sembradas junto con una muestra de referencia interna de membranas apicales renales de

animales Sham, a fin de contar con un valor al cual considerar como 100%.

3.9 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando el software GraphPad (Version 6, San Diego,
C.A., U.S.A). Se realiz6 un andlisis de t-Student desapareado cuando se compararon dos grupos
experimentales. A fin de comparar mas de dos grupos se empleé el test ANOVA plus Newman-
Keuls. Para evaluar la correlacion entre NaDC1, y el tiempo de obstruccién se realiz6 una
regresion no lineal ajustada a la ecuacion de Michaelis-Menten y se calculé un coeficiente de
correlacion de (). Los valores considerados significativos fueron aquellos con p menores a

0,05. Los resultados fueron expresados como “media + error estandar” (SE).

3.10 Materiales

Los reactivos utilizados en los experimentos fueron adquiridos de la empresa Sigma-Aldrich
(St. Louis, Mo., U.S.A.), de calidad analitica pura. Los anticuerpos policlonales no comerciales
de conejo anti-Oat5 de rata y de conejo anti-NaDC1 de rata fueron gentilmente donados por el
Prof. Anzai (Department of Pharmacology, Graduate School of Medicine, Chiba University,
Japan). El anticuerpo policlonal comercial de conejo anti-Oatpl de rata fue adquirido de Alpha
Diagnostic International, San Antonio, U.S.A. El anticuerpo monoclonal comercial de ratén anti-
NGAL de rata fue adquirido de Thermo Fisher Scientific, Rockford, I.L., U.S.A. Anticuerpos
secundarios: el anticuerpo secundario de cabra anti-inmunoglobulina de conejo ligado a
peroxidasa fue adquirido de Laboratorios Bio-Rad, Hercules, C.A., U.S.A.; el anticuerpo
secundario de oveja anti-inmunoglobulina de raton ligado a peroxidasa fue adquirido de
Laboratorios GE Healthcare-Life Sciences, Marlmorough, Massachusetts, U.S.A. EI marcador de

peso molecular de proteinas fue adquirido de Laboratorios Bio-Rad, Hercules, C.A., U.S.A.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion del modelo experimental de nefropatia obstructiva

El modelo quirargico de obstruccion ureteral bilateral (OUB), es considerado apropiado
para el estudio de la fisiopatologia de la enfermedad renal obstructiva y ha sido empleado
previamente por diversos autores (Villar SR et al., 2004, 2005, 2008; Di Giusto G y Torres AM,
2009; Stedkilde L et al., 2011). En el presente trabajo de Tesis, se comenzé trabajando con dos
grupos experimentales, uno de animales sujetos a 24 horas de OUB (OUB24) y otro de animales
a los cuales se les practicd una cirugia simulada (Sham). Los resultados que se presentan a
continuacion se obtuvieron 24 horas después de liberar dicha obstruccion o de realizar su
simulacion.

La Tabla 4.1 muestra los datos de la disminucion de peso corporal, el peso renal (Pr), la
relacién peso renal/peso corporal (Pr/PC) y el flujo urinario (Us) de los grupos Sham y OUB24.
En todos los parametros evaluados observamos un incremento significativo en los animales
OUB24 respecto del grupo Sham. El aumento del peso renal y de la relacion peso renal/peso
corporal ya ha sido descripta previamente (Villar SR et al., 2004, 2005, 2008) y responderia al
cuadro de hidronefrosis que acontece luego de una obstruccion completa de los uréteres. El
aumento del flujo urinario también es una consecuencia caracteristica en este modelo
experimental, dado que se conoce que el impedimento a la salida del flujo urinario ocasiona
posteriormente un desbalance en el manejo renal de agua y electrolitos y una alteracion en la
capacidad del rifion de concentrar la orina, lo cual explica el incremento en la diuresis (Stadkilde
L et al., 2011; Lucarelli G et al., 2014). Ademas, el aumento de la diuresis podria explicar
también la disminucion de peso corporal registrada en los animales OUB24.

Tabla 4.1: Disminucion de peso corporal (PC), peso renal (Pr), relacion peso renal/peso corporal (Pr/PC), y flujo
urinario (Us, uL/min.100g) en ratas Sham y OUB24. Los resultados se expresan como la media + error estandar
(SE). (*) p<0,05.

Sham (n=4) OUB24 (n=6)

Disminucion PC (%) 5,35+ 0,05 9,27 £1,04*
Pr (g) 2,29+ 0,04 3,30+0,11*

Pr/PC (x107%) 6,56 + 0,19 9,41+0,38*

Us (UL/min.100g) 2,82+0,41 6,80+ 1,08 *
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La determinacidn de los niveles plasmaticos de urea y creatinina son examenes de rutina que
se realizan a menudo cuando se pretende evaluar la funcion de los rifiones. La urea es una
sustancia producida por el higado, resultante de la digestion de las proteinas y que se excreta por
la orina; mientras que, la creatinina, es un metabolito de desecho proveniente de la actividad
muscular, producido y eliminado de forma constante a través de los rifiones. En conjunto, valores
elevados de estos compuestos en sangre son indicativos de alteraciones en la funcion renal
(Bellomo R et al., 2012).

En el presente trabajo de Tesis se analizaron los niveles plasmaticos de urea y creatinina y el
clearance renal de creatinina, en los animales Sham y OUB24. Como puede observarse en la
Figura 4.1, los animales OUB24 mostraron un notable y significativo incremento de la urea
(Fig. 4.1A) y la creatinina (Fig. 4.1B), mientras que el clearance renal de creatinina (Fig. 4.1C)

disminuyo significativamente, respecto de los animales Sham.
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Figura 4.1: Niveles plasmaticos de urea (g/L) (A) y de creatinina (mg/L) (B), y clearance renal de creatinina
(mL/min.100g) (C) en ratas Sham (n=4) y OUB24 (n=6). Cada valor representa la media + error estandar (SE); (*)
p<0,05.

A continuacion, se evaluaron otros parametros indicadores de dafio renal en orina, como
proteinas, glucosa y actividad de fosfatasa alcalina. Ademas se evalud la excrecién urinaria de la
Lipocalina de Neutréfilos Asociada a Gelatinasa (NGAL,). NGAL es una proteina pequefia de

25 kDa que pertenece a la familia de las lipocalinas, y su presencia en la orina ha sido descripta
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como un biomarcador temprano de lesion renal aguda de diferentes etiologias, inclusive en el
contexto de la nefropatia obstructiva (Urbschat A et al., 2014; Huang HF et al., 2017).

Los resultados se muestran en la Figura 4.2. Los niveles urinarios de proteinas totales (Fig.
4.2A) aumentaron significativamente en los animales OUB24 respecto de los animales Sham,
mientras que la glucosa (Fig. 4.2B), y la actividad de fosfatasa alcalina en orina (Fig. 4.2C) no
presentaron alteraciones significativamente evidentes. Por su parte, la NGAL, aumentd

significativamente en el grupo OUB24 en comparacion con los animales Sham (Fig. 4.2D).
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Figura 4.2: Niveles urinarios de proteinas totales (g/gCr) (A), glucosa (g/gCr) (B), actividad de fosfatasa alcalina en
orina (FOH, Ul/gCr) (C), y excrecién urinaria de NGAL (NGAL,, %) (D), normalizados a los valores de creatinina
(Cr) urinaria en ratas Sham (n=4) y OUB24 (n=6). Cada valor representa la media + error estandar (SE); (*) p<0,05.

En paralelo, se evaluaron las excreciones fraccionales de agua y de osmoles. Se sabe que la
“diuresis postobstructiva” es uno de los principales sindromes observados luego de la
obstruccion bilateral de uréteres, y esta caracterizada por un notable incremento del volumen
urinario en conjunto con la disminucion de la osmolaridad de la orina (Stgdkilde L et al., 2011;
Lucarelli G et al., 2014). En la Figura 4.3 se muestran los resultados obtenidos. Tanto la
excrecion fraccional de agua (Fig. 4.3A) como la de osmoles (Fig. 4.3B) mostraron aumentos

significativos en el grupo OUB24.
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Figura 4.3: Excreciones fraccionales de agua (EF% H,0) (A) y de osmoles (EF% Osm) (B) en ratas Sham (n=4) y
OUB24 (n=6). Cada valor representa la media + error estandar (SE); (*) p<0,05.

También, se realizaron estudios de histopatologia en el tejido renal de ambos grupos

experimentales, mediante la tincion de rutina con hematoxilina-eosina. Como se puede observar

en la Figura 4.4, el grupo OUB24 presentd una marcada dilatacion tubular, fibrosis intersticial

(flecha) y descamacion celular (cabeza de flecha). Estas alteraciones morfoldgicas coinciden con
las descriptas previamente para el modelo de OUB (Villar SR et al., 2004, 2005, 2008; Stgdkilde

L etal., 2011).

Figura 4.4: Cortes histologicos de tejido renal de ratas Sham (n=4) y OUB24 (n=4), coloreados con hemotoxilina-
eosina. En OUB24 se observa una marcada dilatacion tubular, areas de fibrosis intersticial (flecha) y descamacion

celular (cabeza de flecha). Magnificacion 200X. Barra: 40 um.
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obstructivo en el grupo OUB24 mediante el aumento en los niveles plasmaticos de urea y
creatinina, la disminucion del clearance renal de creatinina y las alteraciones histologicas
descriptas. Asimismo, otros parametros evaluados como la NGAL,, las proteinas totales en
orina y las excreciones fraccionales de agua y osmoles presentaron alteraciones en este grupo
experimental. Estos resultados coinciden con lo previamente descripto para este modelo de
nefropatia obstructiva (Villar SR et al., 2004, 2005, 2008; Stgdkilde L et al., 2011).

Considerando que el objetivo principal del presente trabajo de Tesis es evaluar el potencial
de diferentes proteinas renales como biomarcadores tempranos de dafio renal obstructivo, se |
decidio continuar los estudios agregando tres grupos experimentales de ratas con obstruccion
i de uréteres de mas corta duracién (OUB1, OUB2 y OUB5), tal como se describe en el item 3.2 !

|
i de la seccion “Materiales y Métodos .
|
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4.2 Evaluacion de la funcion renal en ratas con nefropatia obstructiva de diferente periodo
de evolucion

En la Tabla 4.2 se presentan los datos de la disminucién de peso corporal (PC), el peso renal
(Pr), la relacion peso renal/peso corporal (Pr/PC) y el flujo urinario (Us) de los grupos Sham,
OUBL1, OUB2, OUB5 y OUB24. Para facilitar el analisis de los resultados, se trabajé con un
grupo Sham unificado (grupo Sham, n=11), conformado por los animales Sham correspondientes
a cada grupo OUB, luego de corroborar que entre ellos no existian diferencias significativas en
las variables de estudio. EI peso corporal disminuy6 significativamente en los animales OUB24,
mientras que el peso renal y el flujo urinario aumentaron significativamente en los animales
OUB5 y OUB24. Estas variaciones se ven reflejadas en el aumento de la relacion peso

renal/peso corporal, lo cual podria asociarse a la hidronefrosis propia de los rifiones obstruidos.

Tabla 4.2: Disminucion de peso corporal (PC), peso renal (Pr), relacion peso renal/peso corporal (Pr/PC) y flujo
urinario (Ug pL/min.100g) en ratas Sham, OUB1, OUB2, OUB5 y OUB24. Los resultados se expresan como la
media *+ error estandar (SE). ? p<0,05 vs. Sham; ® p<0,05 vs. OUBL; ® p<0,05 vs. OUB2; ¢ p<0,05 vs. OUB5; ¢
p<0,05 vs. OUB24.

| Sham (n=11) OUBL1 (n=5) OUB2 (n=7) OUBS5 (n=6) OUB24 (n=6)
Disminucién PC (%) 6,08 + 0,34 539 + 0,48° 6,08 + 0,56 ° 6,46 + 0,24° 9,27 + 1,042P%¢
Pr(9) 2,30 £ 003 239 £007° 244 +006° 262+ 004 330 + 0,11
Pr/PC (x10°) 6,56 + 0,11 6,72 + 0,23%° 6,69 + 0,19"° 7,60 + 0,19*°°° 9,41 + 0,38 ***¢

Ut (UL/min.100g) 225 + 0,24 3,23 £040° 320 +029° 459 +033* 6,80 + 1,08 ***¢

Las determinaciones de los niveles plasmaticos de urea y creatinina, y el clearance renal de
creatinina se muestran en la Figura 4.5. Como puede observarse, sélo el grupo OUB24 presentd
aumentos significativos en los niveles de urea y creatinina plasmatica, respecto del grupo Sham
(Fig. 4.5A y 4.5B). El clearance renal de creatinina disminuy6 significativamente en el grupo

OUBS, y presento un descenso méas pronunciado en el grupo OUB24 (Fig. 4.5C).
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Figura 4.5: Niveles plasmaticos de urea (g/L) (A) y de creatinina (mg/L) (B), y clearance renal de creatinina
(mL/min.100g) (C) en ratas Sham (n=11) y OUB (OUB1, n=5; OUB2, n=7; OUB5, n=6; OUB24, n=6). Cada
columna de la gréfica representa la media + error estandar (SE); * p<0,05 vs. Sham; ° p<0,05 vs. OUB1; ¢ p<0,05 vs.
OUB?2; ¢ p<0,05 vs. OUBS; ¢ p<0,05 vs. OUB24.

A continuacion, se midieron los niveles urinarios de proteinas totales, de glucosa, la actividad
de fosfatasa alcalina en orina, y la excrecion urinaria de NGAL, en los diferentes grupos
experimentales (Figura 4.6). Los niveles de proteinas y de glucosa en orina aumentaron
significativamente en los animales OUB24 (Fig. 4.6A y 4.6B). También se evaluaron los niveles
plasmaticos de glucosa, los cuales no evidenciaron diferencias significativas entre los diferentes
grupos experimentales. La actividad de fosfatasa alcalina en orina (Fig. 4.6C) tampoco presentd
alteraciones en los grupos OUB. Por otro lado, la NGAL,, aumentd significativamente en los

grupos OUB5 y OUB24 respecto del grupo Sham (Fig. 4.6D).

51



= Resultados <=

© 8 1 0.3+
c -
= O a,b,c.d
o a,b,c,d o
o 6 = S
¢ I c 0.2+
v T s
20 -
it o 41 o
o =
- 2 . . . E e e e
@ © 017 T T
= 2+ T
[ — 8 1-
5 0]
o 0 0.0

Sham ouB1 ouB2 OUBS ouB24 Sham ouB1 ouB2 ouBS ouB24

2001 4001
~ a,b,c.d
(@) I
o 0¥
= 1501 — T T 3004
5 -r —
- X
« Z
E 100+ 2004 a,b.c.e
(=} <
g g d.e d.e
T 501 1004 —
o
w
0 0
Sham ouB1 ouB2 OUBS ouB24 Sham OouB1 ouB2 OUBS5 ouB24

Figura 4.6: Niveles urinarios de proteinas totales (g/gCr) (A), glucosa (g/gCr) (B), actividad de fosfatasa alcalina en
orina (FOH, Ul/gCr) (C), y excrecion urinaria de NGAL (NGAL,, %) (D), normalizados a los valores de creatinina
(Cr) urinaria en ratas Sham (n=11) y OUB (OUB1, n=5; OUB2, n=7; OUB5, n=6; OUB24, n=6). Cada columna de
la grafica representa la media + error estandar (SE); ® p<0,05 vs. Sham; ® p<0,05 vs. OUB1; © p<0,05 vs. OUBZ2; °
p<0,05 vs. OUBS5; ¢ p<0,05 vs. OUB24.

En la Figura 4.7 se muestran los resultados obtenidos para las excreciones fraccionales de
agua y osmoles. Tanto la excrecién fraccional de agua (Fig. 4.7A) como la de osmoles (Fig.

4.7B) mostraron un aumento s6lo en el grupo OUB24.
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Figura 4.7: Excreciones fraccionales de agua (EF% H,0) (A) y de osmoles (EF% Osm) (B) en ratas Sham (n=11) y
OUB (OUB1, n=5; OUB2, n=7; OUBS5, n=6; OUB24, n=6). Cada columna de la grafica representa la media + error
estandar (SE); # p<0,05 vs. Sham;  p<0,05 vs. OUB1; ¢ p<0,05 vs. OUB2;  p<0,05 vs. OUBS5; ¢ p<0,05 vs. OUB24.
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Para completar el anélisis de la funcion renal en los animales Sham y en los diferentes grupos
OUB, se realizaron estudios histopatolégicos en cortes de rifibn, mediante tincion con
hematoxilina-eosina. Las imagenes obtenidas mostraron fibrosis intersticial y descamacién
celular en los grupos OUB5 y OUB24, ademas de una marcada dilatacion tubular en OUB24
(Figura 4.8). Por otro lado, la cuantificacion de las alteraciones mediante el establecimiento de
un score de dafio tubular mostré que las lesiones en la arquitectura renal fueron estadisticamente

significativas en los grupos OUB5 y OUB24.

Nivel de dafo tubular

N

Sham ouB1l ouB2 ouBS5 ouB24

Figura 4.8: (A) Cortes histoldgicos de tejido renal de ratas Sham, OUB1, OUB2, OUB5 y OUB24, coloreados con
hemotoxilina-eosina (n=4, para cada grupo experimental). En OUB5 y OUB24 se observan éreas de fibrosis
intersticial (flecha) y descamacion celular (cabeza de flecha). Nétese la marcada dilatacion tubular en OUB24. Estas
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imagenes son representativas de muestras de cuatro animales para cada grupo experimental. Magnificacion 200X.
Barra: 40 um. (B) Cuantificacion de la lesidn tubular en cortes renales. La puntuacion varia de O para una histologia
completamente normal a 3 para una lesibn maxima y generalizada. Las alteraciones tubulares (por ejemplo,
dilatacion tubular, pérdida del borde en cepillo, desprendimiento celular y fibrosis) se clasificaron de la siguiente
manera: 0, menos del 5%; 1, 5-33%; 2, 34-66% y 3, mas del 66%. Cada columna de la gréfica representa la media
+ error estandar (SE); ® p<0,05 vs. Sham; ® p<0,05 vs. OUBL; © p<0,05 vs. OUB2; ¢ p<0,05 vs. OUB5; ¢ p<0,05 vs.
ouB24.

~ En esta seccion del trabajo de Tesis se profundizé en la fisiopatologia de la enfermedad renal |

obstructiva analizando las alteraciones ocurridas luego de diferentes periodos de tiempo de
obstruccién de uréteres. Particularmente, se trabajo con grupos de animales sujetos a periodos
cortos (1, 2 o 5 horas) o periodos mas prolongados (24 horas) de obstruccién ureteral. Las
alteraciones observadas en los parametros tradicionales de funcion renal, y aquellas
evidenciadas en otros marcadores de lesion renal, como la excrecion urinaria de NGAL,
permitieron constatar la instauracion del cuadro de nefropatia obstructiva sélo en los animales
sujetos a 5y 24 horas de obstruccion de uréteres (OUB5 y OUB24). Los estudios histologicos
realizados acompafiaron estos resultados, mostrando marcadas alteraciones en la arquitectura

renal de estos dos grupos experimentales.

A continuacion, se procedi6 a evaluar la excrecion urinaria de tres proteinas,
transportadoras de aniones organicos en células renales, con el objetivo de determinar su
potencialidad como biomarcadores tempranos de dafio renal obstructivo: el Transportador de
aniones organicos 5 (Oat5), el Cotransportador Na'/Dicarboxilatos 1 (NaDC1) y el

Polipéptido transportador de aniones organicos 1 (Oatpl).
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4.3 Excrecion urinaria y expresion renal del Transportador de aniones organicos 5 (Oat5)
en ratas con nefropatia obstructiva

4.3.1 Excrecidon urinaria de Oatb en ratas con nefropatia obstructiva

La determinacién de la excrecion urinaria de la proteina Oat5 (Oat5,) se llevd a cabo
mediante la técnica de electroforesis y Western blotting, tal como se describe en el item 3.8 del
capitulo “Materiales y Métodos”, empleando para ello un anticuerpo policlonal no comercial
anti-Oatb.

Se detectd una banda inmunoreactiva de aproximadamente 72 kDa en las muestras de orina de
todos los grupos experimentales. Dichas bandas fueron analizadas por densitometria y el
resultado obtenido, expresado en unidades arbitrarias, se normaliz6 segln los niveles urinarios
de creatinina de cada muestra, tal como se ha descripto previamente para otros biomarcadores en
orina. En la Figura 4.9 se muestran los resultados obtenidos. La excrecion urinaria de Oat5
aumentd significativamente en todos los grupos experimentales, respecto de lo observado en el
grupo Sham. Los incrementos hallados fueron del 271, 295, 359 y 900% para los grupos OUBL1,
OUB2, OUB5 y OUB24, respectivamente, con respecto al valor Sham (considerado como
100%).
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Figura 4.9: Excrecion urinaria de Oat5 para los grupos Sham (n=11) y OUB (OUB1, n=5; OUB2, n=7; OUB5, n=6;
OUB24, n=6). El analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de Oat5 normalizadas segdn los valores de
creatinina en orina se expresé en barras (A) y como linea de tiempo (B). Los resultados se calcularon como
porcentajes, considerando el nivel del grupo Sham como el 100%. Cada columna (A) o punto (B) de la grafica
representa la media + error estandar (SE); @ p<0,05 vs. Sham; ° p<0,05 vs. OUB1; ¢ p<0,05 vs. OUB2; ¢ p<0,05 vs.
OUBS5; ° p<0,05 vs. OUB24. (En la grafica B sdlo se muestra la diferencia significativa respecto del grupo Sham).
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4.3.1.1 Comparacion de la Oat5, con pardmetros tradicionales de dafio renal

Luego, se compar6 la Oat5, con algunos de los parametros tradicionales de dafio renal,
determinados anteriormente para todos los grupos experimentales. Como puede observarse en la
Figura 4.10, los niveles plasmaticos de urea (Fig. 4.10A) y creatinina (Fig. 4.10B) aumentaron
significativamente en el grupo OUB24, y el clearance renal de creatinina (Fig. 4.10C)
disminuyd sélo en algunos grupos OUB (OUB5 y OUB24). Por el contrario, la excrecion
urinaria de Oat5 se incremento significativamente en las muestras de orina de todos los grupos
analizados, incluso en el grupo con periodo de tiempo de obstruccion més corto (OUBL).
También, se comparo la Oat5, con la excrecion urinaria de NGAL. A diferencia de lo que se
observO previamente para Oat5,, la NGAL, aumentd significativamente sélo en los grupos

OUB5 y OUB24 (Fig. 4.10D).
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Figura 4.10: Comparacion de los niveles plasmaticos de urea (Urea,) y creatinina (Crp), clearance renal de
creatinina (Clc,) y NGAL,, con la abundancia urinaria de Oat5 para los grupos Sham (n=11) y OUB (OUBL1, n=5;
OUB2, n=7; OUB5, n=6; OUB24, n=6). Los niveles plasmaticos de urea (A) y creatinina (B), el clearance de
creatinina (C) y la NGAL, (D) se expresan en el eje Y izquierdo con linea continua. La Oat5, se expresa en el eje Y
derecho con linea discontinua. Cada punto de la gréfica representa la media + error estandar (SE); a p<0,05 vs.
Sham (se muestra sélo la diferencia significativa respecto del grupo Sham).
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4.3.2 Expresion renal de Oat5 en ratas con nefropatia obstructiva

4.3.2.1 Evaluacion de la expresion renal de Oat5 mediante la técnica de electroforesis
y Western blotting

A fin de indagar acerca del origen del aumento evidenciado en la excrecion urinaria de Oat5,
se evalud la expresion renal de dicho transportador. Se trabajé con muestras de homogenados
totales de rifidbn y de membranas apicales renales aisladas de los diferentes grupos
experimentales, empleando la técnica de electroforesis y Western blotting (item 3.8 del capitulo
“Materiales y Métodos™). El uso de un anticuerpo policlonal no comercial anti-Oat5 permitio la
deteccion de una banda inmunoreactiva de 72 kDa, correspondiente a la proteina Oat5, en todos
los grupos analizados.

En la Figura 4.11 se muestran los resultados obtenidos. En la parte superior se muestran las
bandas correspondientes a la proteina Oat5 mientras que en la parte inferior se graficé el analisis
densitométrico correspondiente. Tanto en los homogenados totales como en las membranas
apicales renales se evidencid una disminucion en la expresion de Oat5 en todos los grupos OUB.
En los homogenados totales (Fig. 4.11A), las disminuciones halladas fueron del 25, 40, 29 y
67% para los grupos OUB1, OUB2, OUB5 y OUB24, respectivamente, en comparacion con el
valor Sham (considerado como 100%). A nivel de las membranas apicales (Fig. 4.11B), la
expresion de Oat5 disminuy6 en un 30, 54, 47 y 87% para los grupos OUB1, OUB2, OUB5 vy

OUB24, respectivamente.
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Figura 4.11: Expresion de la proteina Oat5 en muestras de homogenados renales (20 pg de proteina) (A) y
membranas apicales renales (16 g de proteina) (B) para los grupos Sham (n=11) y OUB (OUB1, n=5; OUB2, n=7;
OUBS5, n=6; OUB24, n=6). Parte superior de la figura: bandas inmunoreactivas correspondientes a la proteina
Oatb. A la derecha se indican los estandares de peso molecular (Mr) correspondientes a la albimina de suero bovino
(80,4 kDa) y a la anhidrasa carbonica (38,3 kDa). Parte inferior de la figura: analisis densitométrico de Oat5. Los
resultados se calcularon como porcentajes, considerando el nivel del grupo Sham como el 100%. Cada columna de
la gréfica representa la media + error estandar (SE); # p<0,05 vs. Sham; ® p<0,05 vs. OUBL; ¢ p<0,05 vs. OUB2; ¢
p<0,05 vs. OUBS5; ® p<0,05 vs. OUB24.

57



« Resultados <+

4.3.2.2 Evaluacion de la expresion renal de Oat5 mediante la técnica de
inmunohistoquimica

A fin de corroborar los resultados obtenidos a través de la técnica de Western blotting, se
analizo la expresion de Oat5 mediante estudios comparativos de inmunohistoquimica en cortes
de tejido renal pertenecientes a animales Sham y OUB. Como puede observarse en la Figura
4.12, la marcacion se localiz6 a nivel de la membrana apical de las células del tabulo proximal,
sitio donde se ha descripto que esta proteina es funcional (Anzai N et al., 2005). Particularmente,
en los rifiones OUB, la marcacion disminuy6 respecto de lo observado en los rifiones Sham.
Ademaés, en OUB24 la sefial practicamente desaparecié de la membrana apical, apareciendo algo

difusa en el interior celular.

Sham

OUB1 ] OUB2

OUB5 ] , OUB24

Figura 4.12: Inmunohistoquimica para evaluar la expresion de Oat5 en tejido renal de animales Sham, OUB1,
OUB2, OUB5 y OUB24 (n=4, para cada grupo experimental). Las secciones de cada rifion fueron incubadas con un
anticuerpo policlonal no comercial anti-Oat5. La marcacién se observé en la membrana apical de las células de
tibulo proximal (flecha) y la intensidad de la misma disminuy6 en los rifiones OUB respecto de lo observado en los
rifiones Sham. En OUB24, la marcacion practicamente desaparecio de la membrana apical, apareciendo algo difusa
en el interior celular. Estas imagenes son representativas de muestras de cuatro animales para cada grupo
experimental. Magnificacion 200X. Barra: 40 yum.
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La excrecion urinaria de Oats aumentd significativamente en todos los grupos
experimentales, respecto de lo observado en el grupo Sham. En paralelo, la expresion renal de
esta proteina disminuy6 tanto en los homogenados renales como en las membranas apicales
renales, lo cual podria explicar, al menos en parte, el aumento observado en la excrecion
urinaria de Oat5.

Por otro lado, otros marcadores de dafio renal, como la urea y la creatinina plasmatica o la
NGAL,, presentaron alteraciones sélo en los grupos OUB5 y OUB24, mientras que la Oat5,
presento alteraciones mas tempranamente, ain cuando el tiempo de obstruccién de uréteres fue
muy corto (OUB1y OUB2).

Por lo tanto, teniendo en cuenta estos resultados, la Oat5, podria ser postulada como un
biomarcador temprano de lesion renal obstructiva, dado que aumenté a periodos muy cortos de

obstruccién (1 y 2 horas), cuando ain no se evidenciaron alteraciones en los otros parametros

de lesién renal evaluados.
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4.4 Excrecion urinaria y expresion renal del Cotransportador Na‘/Dicarboxilatos 1
(NaDC1) en ratas con nefropatia obstructiva

4.4.1 Excrecion urinaria de NaDCL1 en ratas con nefropatia obstructiva

Mediante la técnica de electroforesis y Western blotting (item 3.8 del capitulo “Materiales y
Métodos™) se determino la excrecion urinaria de la proteina NaDC1 (NaDC1,). Para ello se
empled un anticuerpo policlonal no comercial anti-NaDC1 que permitié detectar una banda
inmunoreactiva de aproximadamente 75 kDa en las muestras de orina de todos los grupos
experimentales. Dichas bandas fueron analizadas por densitometria y el resultado obtenido,
expresado en unidades arbitrarias, se normaliz6 segun los niveles urinarios de creatinina de cada
muestra. En la Figura 4.13 se puede observar que la excrecion urinaria de NaDC1 aumento
significativamente en todos los grupos experimentales, respecto de lo observado en el grupo
Sham. Los incrementos hallados fueron del 294, 439, 603 y 769% para los grupos OUBL,
OUB2, OUB5 y OUB24, respectivamente, con respecto al valor Sham.
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Figura 4.13: Excrecion urinaria de NaDC1 para los grupos Sham (n=11) y OUB (OUB1, n=5; OUB2, n=7; OUBS,
n=6; OUB24, n=6). El analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de NaDC1 normalizadas segin los
valores de creatinina en orina se expreso en barras (A) y como linea de tiempo (B). Los resultados se calcularon
como porcentajes, considerando el nivel del grupo Sham como el 100%. Cada columna (A) o punto (B) de la gréafica
representa la media + error estandar (SE); # p<0,05 vs. Sham; ° p<0,05 vs. OUB1; ¢ p<0,05 vs. OUB2; ¢ p<0,05 vs.
OUBS5; ° p<0,05 vs. OUB24. (En la grafica B sdlo se muestra la diferencia significativa respecto del grupo Sham).

4.4.1.1 Comparacion de la NaDC1, con parametros tradicionales de dafio renal
Luego, la excrecion urinaria de NaDC1 se comparé con los pardmetros de dafio renal
previamente determinados en todos los grupos experimentales. La Figura 4.14 muestra los

niveles plasmaticos de urea (Fig. 4.14A) y creatinina (Fig. 4.14B), el clearance renal de
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creatinina (Fig. 4.14C) y la excrecién urinaria de NGAL (Fig. 4.14D) en comparacion con la
NaDC1,. Como se puede observar, tanto la urea como la creatinina aumentaron
significativamente en el grupo OUB24, y el clearance renal de creatinina disminuy6 sélo en
algunos grupos OUB (OUB5 y OUB24). Por el contrario, la proteina NaDC1 aumentd
significativamente en las muestras de orina de todos los grupos analizados, incluso en el grupo
con periodo de tiempo de obstruccion mas corto (OUBL). Por su parte, la NGAL, aumento
significativamente sélo en los grupos OUB5 y OUB24, a diferencia de lo observado previamente
para NaDC1,.
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Figura 4.14: Comparacion de los niveles plasmaticos de urea (Urea,) y creatinina (Crp), clearance renal de
creatinina (Clc,) y NGAL,, con la excrecién urinaria de NaDCL1 para los grupos Sham (n=11) y OUB (OUB1, n=5;
OUB2, n=7; OUB5, n=6; OUB24, n=6). Los niveles plasméticos de urea (A) y creatinina (B), el clearance renal de
creatinina (C) y la NGAL, (D) se expresan en el eje Y izquierdo con linea continua. La NaDC1, se expresa en el eje
Y derecho con linea discontinua. Cada punto de la gréfica representa la media + error estandar (SE); a p<0,05 vs.
Sham (se muestra sdlo la diferencia significativa respecto del grupo Sham).

61



= Resultados <=

4.4.2 Expresion renal de NaDC1 en ratas con nefropatia obstructiva

4.4.2.1 Evaluacion de la expresion renal de NaDC1l mediante la técnica de
electroforesis y Western blotting

La expresion renal de NaDC1 se analizé en muestras de homogenados totales de rifidn y de
membranas apicales renales aisladas de los diferentes grupos experimentales, empleando la
técnica de electroforesis y Western blotting (item 3.8 del apartado “Materiales y Métodos”). Para
ello se emple6 un anticuerpo policlonal no comercial anti-NaDC1 el cual permitié detectar una
banda inmunoreactiva de 75 kDa, correspondiente a la proteina NaDC1, en todos los grupos
analizados.

En la Figura 4.15 se muestran los resultados obtenidos. En la parte superior se muestran las
bandas correspondientes a la proteina NaDC1 mientras que en la parte inferior se graficé el
andlisis densitométrico correspondiente. Tanto en los homogenados totales como en las
membranas apicales renales se evidencié una disminucién significativa en la expresion de
NaDC1 solo en los grupos OUB5 y OUB24. En los homogenados totales (Fig. 4.15A), las
disminuciones halladas fueron del 16 y 28% para los grupos OUB5 y OUB24, respectivamente,
en comparacion con el valor Sham (considerado como 100%). A nivel de las membranas
apicales (Fig. 4.15B), la expresion de NaDC1 disminuyd en un 21y 29% para los grupos OUB5
y OUB24, respectivamente.
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Figura 4.15: Expresion de la proteina NaDC1 en muestras de homogenados renales (20 ug de proteina) (A) y
membranas apicales renales (16 g de proteina) (B) para los grupos Sham (n=11) y OUB (OUB1, n=5; OUB2, n=7;
OUBS5, n=6; OUB24, n=6). Parte superior de la figura: bandas inmunoreactivas correspondientes a la proteina
NaDC1. A la derecha se indican los estandares de peso molecular (Mr) correspondientes a la albimina de suero
bovino (80,4 kDa) y a la anhidrasa carbdnica (38,3 kDa). Parte inferior de la figura: andlisis densitométrico de
NaDC1. Los resultados se calcularon como porcentajes, considerando el nivel del grupo Sham como el 100%. Cada
columna de la gréfica representa la media + error estandar (SE); * p<0,05 vs. Sham; ° p<0,05 vs. OUB1; ¢ p<0,05 vs.
OUB2; ¢ p<0,05 vs. OUB5; © p<0,05 vs. OUB24.
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4.4.2.2 Evaluacion de la expresion renal de NaDC1l mediante la técnica de
inmunohistoquimica

Mediante la técnica inmunohistoquimica realizada en cortes de tejido renal de animales Sham
y OUB, se pudo observar una marcacion a nivel de la membrana apical de las células del tabulo
proximal, lugar donde se ha descripto la localizacion de esta proteina (Sekine T et al., 1998). La
marcacion de NaDC1 disminuyo en los rifilones OUB5 y OUB24, en comparacion a lo observado
en los rifiones Sham, OUB1 y OUB2 (Figura 4.16). Estos resultados estarian en concordancia

con lo hallado mediante la técnica de Western blotting.

Sham

Figura 4.16: Inmunohistoquimica para evaluar la expresion de NaDCL1 en tejido renal de animales Sham, OUB1,
OUB2, OUB5 y OUB24 (n=4, para cada grupo experimental). Las secciones de cada rifion fueron incubadas con un
anticuerpo policlonal no comercial anti-NaDC1. La marcacion se observé en la membrana apical de las células de
tibulo proximal (flecha) y la intensidad de la misma disminuy0 en los rifiones OUB5 y OUB24 respecto de lo
observado en el resto de los grupos experimentales. Estas imagenes son representativas de muestras de cuatro
animales para cada grupo experimental. Magnificacion 200X. Barra: 40 pm.
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Como se menciond en el item 1.5.2 del capitulo “Introduccion”, NaDCI es un transportador
de dicarboxilatos acoplado al movimiento de sodio. Una de sus principales funciones es la de
reabsorber los intermediarios del ciclo de Krebs, como succinato, a-cetoglutarato y citrato, que
son filtrados libremente a través de la nefrona. Particularmente, el citrato es un metabolito que
participa en la regulacion del metabolismo oxidativo renal y ademds, cobra relevancia en el
presente trabajo de Tesis debido a que, dadas sus propiedades como agente quelante de calcio,
es considerado un importante inhibidor de la formacion de calculos renales (Pajor AM, 2016). A
continuacion, con el fin de indagar acerca de la funcion de NaDC1, se analiz6 la excrecion
urinaria de citrato (uno de sus principales sustratos) en el contexto de la enfermedad renal

obstructiva.

4.4.3 Excrecién urinaria de citrato

La excrecion fraccional de citrato se muestra en la Figura 4.17. Como se puede observar, el
citrato urinario aumenté significativamente solo en los grupos OUB5 y OUB24. Se observaron
incrementos estadisticamente significativos del 9,8% y 37,22% para los grupos OUB5 y OUB24,

respectivamente, con respecto al valor Sham.
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Figura 4.17: Excrecién fraccional de citrato en ratas Sham (n=11) y OUB (OUB1, n=5; OUB2, n=7; OUB5, n=6;
OUB?24, n=6). Cada columna de la grafica representa la media + error estandar (SE); # p<0,05 vs. Sham; ® p<0,05 vs.
OUBL; ¢ p<0,05 vs. OUB2; “ p<0,05 vs. OUBS5; © p<0,05 vs. OUB24.
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La excrecion urinaria de NaDC1 aument6 significativamente en todos los grupos
experimentales, respecto del grupo Sham. En contraste con lo observado para otros marcadores
de dafio renal, como la urea y la creatinina plasmaticas, el clearance renal de creatinina y la
NGAL,, la excrecién urinaria de NaDC1 mostr6 un aumento temprano (OUB1) y progresivo a lo
largo de todos los grupos experimentales analizados, sugiriendo una potencial correlacion entre
esta variable y el tiempo de obstruccién ureteral.

Por otro lado, la expresion renal de NaDC1 disminuyo significativamente en los grupos
OUB5 y OUB24, en paralelo con el aumento en la excrecion urinaria de uno de sus principales
metabolitos sustrato, el citrato. Este aumento en la excrecion fraccional de citrato podria
explicarse, al menos en parte, por la disminucién en la abundancia de NaDC1l en las

membranas apicales renales, lugar donde la proteina es funcional.
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I Con base en los resultados expuestos hasta aqui, podria considerarse a la excrecion urinaria
[

! de NaDC1 como un biomarcador temprano de lesion renal obstructiva, con el potencial de

| brindar informacion acerca del tiempo de duracion de la obstruccion ureteral.
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4.5 Excrecion urinaria y expresién renal del Polipéptido transportador de aniones
organicos 1 (Oatpl) en ratas con nefropatia obstructiva

4.5.1 Excrecién urinaria de Oatpl en ratas con nefropatia obstructiva

La excrecion urinaria de la proteina Oatpl (Oatpl,) se evalué mediante la técnica de
electroforesis y Western blotting (item 3.8 del capitulo “Materiales y Métodos”) (Figura 4.18).
Mediante el empleo de un anticuerpo policlonal comercial anti-Oatpl se detectd una banda
inmunoreactiva de aproximadamente 85 kDa en las muestras de orina de los animales OUB, que
coincide con el peso molecular descrito para Oatpl (Lee TK et al., 2003). Dicha banda no se
detectd en la orina de las ratas Sham (Fig. 4.18A), pero se observé en las orinas de los animales
con nefropatia obstructiva, independientemente del tiempo de duracion de la obstruccion. Con el
objetivo de comparar la excrecion urinaria de Oatpl entre los grupos OUB y para cuantificar la
abundancia urinaria relativa de la proteina Oatpl, se disefid un experimento de Western blotting
extra, en el cual las muestras de orina de los animales OUB se sembraron en un gel SDS-PAGE
junto con una muestra control de membranas apicales renales de animales Sham, a fin de contar
con un valor de referencia al cual considerar como 100%. El resultado obtenido se expresé en
unidades arbitrarias y, en el caso de las muestras de orina, dicho valor se normaliz6 segun los
niveles urinarios de creatinina de cada muestra. Como puede observarse en la Fig. 4.18B y C, no
se encontraron diferencias significativas en la excrecion urinaria de Oatpl entre los grupos
OUB1, OUB2 y OUBS. Por el contrario, el grupo OUB24, presentd un aumento significativo de

la Oatpl, respecto de los otros grupos experimentales.
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Figura 4.18: (A) Excrecion urinaria de Oatpl para los grupos Sham (n=11) y OUB (OUBL1, n=5; OUB2, n=7;
OUBS5, n=6; OUB24, n=6). A la derecha se indican los estandares de peso molecular (Mr) correspondientes a la -
galactosidasa (117,6 kDa) y a la albimina de suero bovino (80,4 kDa). Andlisis densitométrico de las bandas
inmunoreactivas de Oatpl normalizadas segln los valores de creatinina en orina, expresado en barras (B) y como
linea de tiempo (C). Los resultados se calcularon como porcentajes, considerando el nivel de la muestra control de
membranas apicales. Cada columna (B) o punto (C) de la gréafica representa la media + error estandar (SE); ? p<0,05
vs. Sham; ® p<0,05 vs. OUB1; © p<0,05 vs. OUB2; ¢ p<0,05 vs. OUBS; ¢ p<0,05 vs. OUB24. (En la grafica C sélo se
muestra la diferencia significativa respecto del grupo Sham).

4.5.1.1 Comparacion de la Oatpl, con parametros tradicionales de dafio renal

La Figura 4.19 muestra los niveles plasmaticos de urea (Fig. 4.19A) y creatinina (Fig.
4.19B), el clearance renal de creatinina (Fig. 4.19C) y la excrecién urinaria de NGAL (Fig.
4.19D) en comparacion con la Oatpl,. Tal y como se observo previamente, tanto la urea como la
creatinina aumentaron significativamente en el grupo OUB24, y el clearance renal de creatinina
disminuyd solo en algunos grupos OUB (OUB5 y OUB24). Por el contrario, la proteina Oatpl se
evidencié sélo en las muestras de orina de los grupos de animales con obstruccion ureteral
bilateral. Por su parte, la NGAL, aumentd significativamente solo en los grupos OUB5 y

OUB24, a diferencia de lo observado para Oatpl,.
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Figura 4.19: Comparacion de los niveles plasmaticos de urea (Urea,) y creatinina (Crp), clearance renal de
creatinina (Cle,) y NGAL,, con la abundancia urinaria de Oatpl para los grupos Sham (n=11) y OUB (OUB1, n=5;
OUB?2, n=7; OUB5, n=6; OUB24, n=6). Los niveles plasmaticos de urea (A) y creatinina (B), el clearance renal de
creatinina (C) y la NGAL, (D) se expresan en el eje Y izquierdo con linea continua. La Oatpl, se expresa en el eje Y
derecho con linea discontinua. Cada punto de la grafica representa la media + error estandar (SE); a p<0,05 vs.
Sham (se muestra sélo la diferencia significativa respecto del grupo Sham).

4.5.2 Expresion renal de Oatpl en ratas con nefropatia obstructiva

4.5.2.1 Evaluacion de la expresion renal de Oatpl mediante la técnica de electroforesis
y Western blotting

La Figura 4.20 muestra la expresion renal de Oatpl, analizada en muestras de homogenados
totales de rifidbn y en membranas apicales renales aisladas de los diferentes grupos
experimentales. Se empleo la técnica de electroforesis y Western blotting (item 3.8 del capitulo
“Materiales y Métodos”) y mediante el uso de un anticuerpo policlonal comercial anti-Oatpl se

detect6 una banda inmunoreactiva de 85 kDa, en todos los grupos experimentales analizados.
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En los homogenados totales (Fig. 4.20A) no se observaron diferencias significativas entre los
grupos OUB. Por el contrario, en las membranas apicales renales (Fig. 4.20B) se observé un
aumento en la expresion de Oatpl en el grupo OUB24. Dicho incremento fue del 25%, respecto

del grupo Sham (considerado como 100%).
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Figura 4.20: Expresién de la proteina Oatpl en muestras de homogenados renales (20 pg de proteina) (A) y
membranas apicales renales (16 g de proteina) (B) para los grupos Sham (n=11) y OUB (OUB1, n=5; OUB2, n=7;
OUB5, n=6; OUB24, n=6). Parte superior de la figura: bandas inmunoreactivas correspondientes a la proteina
Oatpl. A la derecha se indican los estandares de peso molecular (Mr) correspondientes a la -galactosidasa (117,6
kDa) y a la albimina de suero bovino (80,4 kDa). Parte inferior de la figura: analisis densitométrico de Oatpl. Los
resultados se calcularon como porcentajes, considerando el nivel del grupo Sham como el 100%. Cada columna de
la grafica representa la media + error estandar (SE); ® p<0,05 vs. Sham; ® p<0,05 vs. OUBL; ¢ p<0,05 vs. OUB2; ¢
p<0,05 vs. OUBS5; ® p<0,05 vs. OUB24.

45.2.2 Evaluacion de la expresion renal de Oatpl mediante la técnica de
inmunohistoquimica

La expresion renal de Oatpl también se evalud a través de la técnica inmunohistoquimica.
Se observo un aumento de la marcacion especifica para Oatpl en las membranas apicales del
grupo OUB24 respecto de los otros grupos experimentales (Figura 4.21). Estos resultados se

encuentran en concordancia con los obtenidos mediante la técnica de Western blotting.
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Figura 4.21: Inmunohistoquimica para evaluar la expresion de Oatpl en tejido renal de animales Sham, OUB1,
OUB2, OUB5 y OUB24 (n=4, para cada grupo experimental). Las secciones de cada rifion fueron teflidas con un
anticuerpo policlonal comercial anti-Oatpl. La marcacion se observé en la membrana apical de las células de tibulo
proximal (flecha) y la intensidad de la misma aument6 en los rifiones OUB24 respecto de lo observado en el resto de
los grupos experimentales. Estas imagenes son representativas de muestras de cuatro animales para cada grupo
experimental. Magnificacién 200X. Barra: 40 um.

. ) ] |
muestras de orina. Las muestras de orina de los animales OUB mostraron una bandai

inmunoreactiva de aproximadamente 85 kDa (peso molecular descripto para Oatpl), pero dicha

Oatpl fue de similar magnitud en los grupos OUB1, OUB2 y OUB5, mientras que en el grupo
OUB24 dicha excrecion fue marcadamente superior. Por lo tanto, los resultados presentados en

|
|
|
|
I banda no se detecté en la orina de los animales Sham. Por otro lado, la excrecién urinaria de
[
[
|
| esta seccion, nos permitirian postular a la excrecion urinaria de Oatpl como un biomarcador
|
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diagnostico y temprano de la enfermedad renal obstructiva, con el potencial de informarnos
acerca del grado de dafio sufrido por el rifion hasta ese momento (leve o severo).

En paralelo, el analisis de la expresion tisular de Oatpl también present6 alteraciones. Se
observd un aumento significativo de Oatpl en las membranas apicales renales del grupo
ouB24.

4.6 Analisis comparativo de la excrecion urinaria de potenciales biomarcadores de lesion
renal en ratas con nefropatia obstructiva

En el presente trabajo de Tesis se evaluaron las excreciones urinarias de tres proteinas
transportadoras de aniones organicos: el Transportador de aniones organicos 5 (Oatb), el
Cotransportador Na'/Dicarboxilatos 1 (NaDC1) y el Polipéptido transportador de aniones
organicos 1 (Oatpl). En la Figura 4.21 se recapitulan los resultados obtenidos. Como puede
observarse, los niveles urinarios de Oat5 y NaDC1 aumentaron significativamente en todos los
grupos experimentales a los cuales se les practico la cirugia de obstruccion de uréteres, sin
embargo, el patrén de excrecion en funcion del tiempo seguido por estas dos proteinas, no fue el
mismo. Ademas, Oat5, (Fig. 4.21A) aumentd marcadamente en el grupo OUB24, alcanzando un
valor de alrededor del 900% respecto del grupo Sham, mientras que la NaDC1, (Fig. 4.21B)
mostré un aumento progresivo a lo largo de todos los grupos experimentales analizados,
Ilegando a una meseta en el grupo OUB24.

Por su parte, la proteina Oatpl (Fig. 4.21C) se observé sélo en las muestras de orina de los
grupos OUB, no evidenciandose banda reactiva en los animales Sham. En este caso, los
incrementos observados fueron similares para los grupos OUB1, OUB2 y OUB5 y de mayor

magnitud para OUB24, registrandose valores de hasta un 70%.

71



= Resultados <=

A.
a,b,c,d
1000 7 1000 a
—— ,».
800 Lt
800+ € 600 s
— S 400 a .
a -
S 6004 ° pE-
2004 -
S a,b,c.,e /
n
- a.d,e a,d,e o+ T T T — t T ]
s 400+ 0 2 4 6 8 10 20 30
o — Tiempo de obstruccién (horas)
200
0
Sham ouB1 ouB2 OoOuB5 O0OUB24
B.
1000 T 10001
a,b,c,d 8001 . __{
800 - —— € ool i
—~ a,b,c.,e =z 2 e
S -
X o 4001 a,fi
~ 600 z o
E} a,b,d,e 2004 /
- ,
O —t 0 11
CDU 400+ a,c,d,e o 2 4 & 8 10 20 30
=2 Tiempo de obstruccion (horas)
200+
0
Sham ouB1 ouB2 ouB5 O0UB24
C.
100+ 1007
a
a,b,c,d 807 i
80 - g Lot
T- - 601 .-
- E 40 -
= © b a L7
N 60 - o “ m a et
s 204 go™ - o
— /-
Q o T T T — T ]
© 404 Qe ae ae 0 2 4 6 8 10 20 30
o ' ' Tiempo de obstruccién (horas)
-
20+ —— I_—_I
0

Sham ouB1 ouB2 OUB5 0OUB24

Figura 4.21: Excrecidn urinaria de Oat5 (A), NaDC1 (B) y Oatpl (C) para los grupos Sham (n=11) y OUB (OUB1,
n=5; OUB2, n=7; OUBS5, n=6; OUB24, n=6). El analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de cada
proteina normalizadas segun los valores de creatinina en orina se expresé en barras y como linea de tiempo. Los
resultados se calcularon como porcentajes, considerando el nivel del grupo Sham como el 100%. Cada columna o
punto de la gréfica representa la media + error estandar (SE); * p<0,05 vs. Sham; ° p<0,05 vs. OUBL; © p<0,05 vs.
OUB2; ¢ p<0,05 vs. OUB5; ® p<0,05 vs. OUB24. (En las graficas de la derecha s6lo se muestra la diferencia
significativa respecto del grupo Sham).
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En la Figura 4.22 se muestran comparativamente las excreciones urinarias de Oat5, NaDC1 y
Oatpl. Las tres proteinas presentaron diferencias significativas respecto del grupo Sham en todos
los grupos experimentales, inclusive en aquellos grupos de tiempos cortos de obstruccion (OUB1
y OUB2).
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Figura 4.22: Analisis comparativo de la excrecion urinaria de potenciales biomarcadores en funcién del periodo de
tiempo de obstruccién ureteral. Cada punto de la grafica representa la media + error estdndar (SE); a p<0,05 vs.
Sham (se muestra s6lo la diferencia significativa respecto del grupo Sham).

Como se menciond previamente, la excrecion urinaria de NaDC1 mostré un comportamiento
particular: a medida que aumento el periodo de tiempo de obstruccién ureteral, la abundancia
urinaria de NaDC1 fue mayor, mostrando un patrén de incremento aparentemente regular a lo
largo de todos los grupos experimentales analizados. Por lo tanto, se decidié profundizar estos
estudios realizando un analisis de regresion, para avaluar una posible correlacion entre las
variables “NaDC1,” y “duracion de la obstruccion”. En la Figura 4.23 se muestran los
resultados obtenidos. Como puede observarse, se confirmo la correlacion positiva entre la
NaDC1, y la duracién de la obstruccién, con un alto grado de significancia (r*= 0,9126; p<0,05).
Ademas, la gréfica de la regresion mostr6 un comportamiento del tipo hiperbélico. Por lo tanto,
cuando la obstruccion es prolongada (OUB24), la abundancia de NaDC1 en la orina alcanzaria
una meseta, lo que puede interpretarse como un limite en la cantidad de proteina que se vuelca a

la orina una vez alcanzado determinado nivel de dafio renal.
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Figura 4.23: Correlacion entre NaDC1, y el tiempo de obstruccién. El coeficiente de correlacion (r?) fue de 0,9126
(p<0,05. Sham, n=11; OUB1, n=5; OUB2, n=7; OUB5, n=6; OUB24, n=6), aplicando una regresién no lineal. Cada
punto de la grafica representa la media + error estandar (SE).

A modo de resumen entonces, tanto la Oat5, como la NaDC1, y la Oatpl, podrian ser
consideradas como biomarcadores tempranos de nefropatia obstructiva. Ademas, la NaDC1,

tendria la capacidad de brindar informacion acerca del tiempo de duracién de la obstruccién.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La nefropatia obstructiva es una condicion clinica aguda, inherente al &mbito de la nefrologia
y la urologia, que debe ser diagnosticada y resuelta con rapidez. Epidemiolégicamente,
representa el 10% de las causas de lesion renal aguda y el 4% de los casos de lesion renal cronica
en etapa terminal (Mourmouris Pl et al., 2014; Meola M et al., 2016; Farrar A, 2018). Las
principales etiologias de la nefropatia obstructiva varian con la edad del paciente. Las anomalias
anatomicas, como obstrucciones de la union ureterovesical, valvulas uretrales posteriores,
estenosis y vejiga neuropatica, son mas frecuentes en los nifios; mientras que las condiciones
adquiridas, tales como obstruccion de la prostata, tumores, nefrolitiasis, y fibrosis
retroperitoneal, prevalecen en los adultos (Tseng TY y Stoller ML, 2009; Ucero AC et al., 2010;
Mourmouris Pl et al., 2014).

Como resultado de los estudios desarrollados en diferentes modelos experimentales de
nefropatia obstructiva, se sabe que los cambios en el flujo sanguineo renal, la tasa de filtracion
glomerular y la funcion tubular son alteraciones inmediatas luego de una obstruccion ureteral. La
gravedad de estos cambios depende en gran medida del grado de obstruccién (parcial frente a
completa), su proximidad al rifién y la duracion de la obstruccion. En general, cuanto méas
completa es la obstruccion, mas cerca esta del rifion y cuanto méas larga es la duracion, mas
severos y menos reversibles se vuelven los cambios de la funcion renal. ElI aumento de la presion
hidrostatica intratubular y la isquemia secundaria inducen la destruccion de las nefronas y estos
eventos se magnifican posteriormente por procesos celulares que ampliamente se pueden
clasificar en tres categorias: inflamacion tubulointersticial, muerte celular o apoptosis y fibrosis
intersticial (Mei W et al., 2015; Nilsson L et al., 2015; Pap D et al., 2017; Braga TT et al., 2018;
Kim S et al., 2018; Li SS et al., 2018; Waasdorp M et al., 2019).

Las principales anomalias en la funcion tubular que se desarrollan como consecuencia de la
lesion de las células tubulares son el deterioro en la reabsorcion de agua y solutos, y la capacidad
reducida para concentrar y acidificar la orina. La mayoria de estas anomalias son especialmente
evidentes en el periodo postobstructivo y pueden persistir como defectos permanentes,
dependiendo de la severidad del cuadro. A estos fendbmenos se los conoce en conjunto con el
término de “diuresis postobstructiva” (Wang G et al., 2008; Zhang Y et al., 2010; Stedkilde L et
al., 2011; Brandoni Ay Torres AM, 2017).

Las patologias renales obstructivas vienen siendo estudiadas desde hace aproximadamente 50
afios. Los primeros trabajos datan de la década del 70, y estuvieron enfocados principalmente en

conocer las consecuencias hemodinamicas y funcionales de las obstrucciones del tracto urinario
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sobre el rifién. En los Gltimos 30 afios, las lineas de investigacién han abordado nuevos aspectos,
como las vias celulares y moleculares que subyacen al desarrollo del dafio, el diagndstico
mediado por biomarcadores y la optimizacion de los tratamientos, profundizando de esta manera,
no solo el conocimiento acerca de la fisiopatologia de la enfermedad, sino también optimizando
su manejo y resolucién (Wang SJ et al., 2012; Kawahara T et al., 2015; Olvera-Posada D et al.,
2017; Bienias B y Sikora P, 2018; Yu L et al., 2018; Koratala A y Morales Lappot J, 2019).

La disponibilidad de biomarcadores sensibles y especificos constituye una necesidad urgente
en el campo de la enfermedad renal. La busqueda de nuevos biomarcadores se basa en la
identificacion de moléculas clave para la patogénesis de la enfermedad en modelos animales y su
posterior investigacion en estudios clinicos. Este enfoque ha permitido la identificacién de varias
moléculas prometedoras como TGF-1, MCP-1, EGF y diversas proteinas tubulares (Lucarelli G
et al., 2014; Mohammadjafari H et al., 2014; Gerber C et al., 2016; Spaggiari E et al., 2017).
Ademas, con el advenimiento de las nuevas técnicas de proteémica se ha podido caracterizar en
profundidad el perfil proteico de la orina y el plasma, aportando nuevas moléculas con
potencialidad de biomarcador (Stgdkilde L et al., 2013; Lacroix C et al., 2014; Schanstra JP y
Mischak H, 2015).

En general, los biomarcadores individuales no son suficientes para describir condiciones
complejas como las enfermedades renales. En esos casos, es preferible contar con un set o panel
de biomarcadores, dado que en general, cada uno de ellos aporta un tipo de informacion
particular, ya sea brindando informacion acerca del grado de la lesion y del deterioro funcional, o
permitiendo la determinacion del pronostico de la enfermedad (Xie Y et al., 2014; McCaffrey J
et al., 2015; Gunnerson KJ et al., 2016).

Con base en todo lo expuesto, el objetivo principal del presente trabajo de Tesis fue evaluar
la excrecion urinaria de tres proteinas transportadoras de aniones organicos (Oat5, NaDC1 y
Oatpl) en un modelo experimental de nefropatia obstructiva, con el fin de determinar su

potencialidad como biomarcadores de lesion renal obstructiva.

5.1 Caracterizacion del modelo experimental de nefropatia obstructiva

Para el estudio de la nefropatia obstructiva se emplean tres modelos experimentales: modelos
genéticos, modelos de nefrolitiasis inducida y modelos quirtrgicos. En el presente trabajo de
Tesis se trabajo con un modelo quirdrgico de OUB, seguido de un periodo postobstructivo de 24
horas, disefio que permitio la obtencion de las muestras de orina necesarias para cumplir con el

objetivo planteado. Dicho modelo ha sido empleado previamente por diversos autores, con
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algunas variantes en cuanto a la duracion del tiempo de la obstruccién, o al momento de la toma
de las muestras. La mayoria de los trabajos encontrados en la literatura se basan en obstrucciones
ureterales completas de 24 o 48 horas, con toma de muestras (tisulares y de plasma) al finalizar
este periodo (Kim SW et al., 2001, 2004; Ngrregaard R et al.,, 2005; Stedkilde L et al., 2011), o
a distintos tiempos luego de la liberacion de la misma (periodo postobstructivo, por ejemplo: 1,
2, 3, 14 y hasta 30 dias) (Villar SR et al., 2004, 2005, 2008; Li C et al., 2007; Ngrregaard R et
al., 2007; Di Giusto G y Torres AM, 2009; Jensen AM et al., 2009; Danilovic A et al., 2012).
Estos ultimos han permitido evaluar la evolucion del dafio a lo largo del tiempo luego de que el
evento obstructivo fuera resuelto.

En este trabajo, se comenz6 empleando un grupo experimental de 24 horas de obstruccion
ureteral (OUB24) y posteriormente se agregaron tres grupos experimentales mas, con periodos
de tiempo de obstruccion mas cortos (1, 2 y 5 horas; OUB1, OUB2 y OUBS5 respectivamente)
(ver “Materiales y Métodos™), que permitieron reproducir distintos niveles de gravedad de la
patologia. Los estudios se realizaron en todos los grupos experimentales luego de 24 h de
liberada la obstruccion.

El peso corporal disminuyé significativamente en los animales OUB24, probablemente
debido al aumento de la diuresis observado en este grupo. Por su parte, el peso renal aumento
significativamente en los animales OUB5 y OUB24, y por consiguiente, también se registraron
aumentos en la relacion peso renal/peso corporal de estos dos grupos. ElI aumento del peso renal
y de la relacion peso renal/peso corporal podria asociarse al cuadro de hidronefrosis debido a la
acumulacion de fluidos dentro de los rifiones obstruidos; mientras que el aumento del flujo
urinario observado en estos grupos responderia al sindrome de diuresis postobstructiva propio de
la patologia (Kim SW et al., 2001).

El dafio renal obstructivo ocasiona una disminucion abrupta en la velocidad de filtracion
glomerular por vasoconstriccién de las arteriolas aferentes. En consecuencia, la capacidad
funcional de los rifiones también disminuye. Como resultado se produce la retencion y el
acumulo en sangre de diferentes compuestos nitrogenados que normalmente son eliminados por
el organismo, como la urea y la creatinina (Klahr S, 2000). Por eso, valores elevados de estas
moléculas en sangre suelen ser indicativas de disfuncién renal. Alteraciones en los niveles
plasmaticos de urea y creatinina, asi como en el clearance renal de creatinina, ya han sido
descriptas en otros estudios, para animales OUB24 (Villar SR et al., 2004, 2005, 2008). En este
trabajo, el grupo OUB24 presentd aumentos significativos de la urea y la creatinina en plasma y
disminucion del clearance renal de creatinina. Por su parte, el clearance renal de creatinina

también disminuyd en el grupo OUBS.
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El valor predictivo y diagnostico de los pardmetros recién mencionados es limitado debido a
que, entre otras cosas, son poco especificos y relativamente insensibles a pequefias variaciones
de la funcion renal. Por ello, diversas investigaciones proponen nuevos marcadores capaces de
predecir las alteraciones de forma mas temprana. Entre ellos, la excrecion urinaria de NGAL
(NGAL,) ha sido estudiada exhaustivamente en modelos experimentales y clinicos, como
marcador de dafio renal agudo inducido por diferentes agentes (Urbschat A et al., 2014; Huang
HF et al., 2017). También, ha sido evaluada en el contexto de la nefropatia obstructiva,
particularmente en casos congénitos de obstruccion de la union ureteropélvica (UPJO), en donde
la NGAL, se encuentra aumentada (Lucarelli G et al., 2014; Noyan A et al., 2015; Bienia$ B and
Sikora P, 2018). En el modelo experimental de nefropatia obstructiva empleado en este trabajo,
se observo un aumento de la NGAL, en los grupos OUB5 y OUB24.

La habilidad para regular la excrecion de agua y electrolitos es una de las funciones esenciales
del rifibn. Los procesos de dilucion y concentracion de la orina dependen de la funcidn
coordinada de dos segmentos clave de la nefrona, el asa de Henle y el tabulo colector. En la
médula externa, la rama ascendente gruesa del asa de Henle absorbe activamente NaCl (pero no
agua), diluyendo el fluido luminal y proveyendo de NaCl para aumentar la osmolaridad del
intersticio medular. La configuracion en contracorriente de los tubulos y los vasos sanguineos,
junto con la permeabilidad selectiva de los segmentos nefronales, permiten la generacién de un
gradiente osmotico a lo largo del eje corticomedular. Por su parte, el tubulo colector permite la
reabsorcion de niveles variables de agua a traves de la accion de la hormona antidiurética
(ADH), que incrementa la permeabilidad al agua de las células principales, al estimular la
insercion de moléculas de acuaporinas en el epitelio luminal (Sands JM y Layton HE, 2000).
Luego de una obstruccidn ureteral, varios de estos mecanismos se encuentran deteriorados. La
reabsorcion de sal por la rama ascendente gruesa esta disminuida lo que resulta en una deplecion
de solutos en el intersticio medular, lo que disminuye la extraccion de agua de la rama
descendente del asa de Henle (Ngrregaard R et al., 2007). Numerosos estudios muestran que la
obstruccion conduce a una disminucion en la expresion de diferentes transportadores de Na®,
tales como el transportador Na-K-2Cl, en la porcion gruesa del asa ascendente de Henle (Zhang
Y et al.,, 2015; Brandoni A y Torres AM, 2017; Liu M et al.,, 2017), y a un aumento
concomitante en la excrecion de electrolitos, tales como Na* y K*, entes osméticamente activos
(Villar SR et al., 2004). Ademas, hay una disminucion de la respuesta de los conductos
colectores corticales a la accion de la ADH, junto con una reduccion en la expresion de
acuaporinas a lo largo de toda la nefrona (Wang W et al., 2015; Sun Y et al., 2016; Liu M et al.,

2018). Todos estos fendmenos contribuyen al notable aumento de la diuresis, observado en la
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fase postobstructiva (Villar SR et al., 2004), y tanto el incremento de la diuresis como la
disminucion de la osmolaridad de la orina perduran hasta que el equilibrio de los solutos se ha
normalizado (Wang W et al., 2015; Zhang Y et al., 2015; Sun Y et al., 2016; Liu M et al., 2017,
Liu M et al., 2018). En este modelo experimental, las excreciones fraccionales de agua y
osmoles mostraron aumentos significativos en los animales OUB24. Es probable que, en los
rifiones que estuvieron obstruidos por un periodo de tiempo prolongado (OUB24) no se haya
formado un gradiente osmdtico corticomedular apropiado para la reabsorcion de agua, debido
probablemente al lavado del gradiente corticomedular generado principalmente por el aumento
del flujo medular y por la presencia de factores diuréticos y natriuréticos como la urea
(notablemente aumentada en este grupo) que acta como un potente agente osmdtico. Los
resultados obtenidos en el grupo OUB24 reflejan fielmente el fendmeno diurético
postobstructivo.

Los rifiones reabsorben el 99,9% y 99% de la carga filtrada total de glucosa y aminoacidos
respectivamente. Ambas moléculas son filtradas libremente por el glomérulo y entran en el
lumen del tabulo proximal a una concentracion equivalente a la de sus concentraciones
plasmaticas. En la membrana apical de las células del tdbulo proximal, estos solutos son
generalmente captados acoplados al sodio, por cotransportadores especificos, y acumulados
dentro del citoplasma. Una vez alli, pueden difundir atravesando la membrana basolateral a
través de transportadores especificos. La reabsorcion de la glucosa filtrada depende de varios
factores: del namero de transportadores expresados en la superficie luminal, de su afinidad por la
glucosa y del mantenimiento de un gradiente electroquimico para el Na*. Ademas, depende de la
integridad estructural de las membranas y sus transportadores. Cada uno de estos factores
contribuye a la determinacion de la capacidad reabsorbativa tubular maxima, de tal manera que,
en situaciones normales, la glucosa filtrada es completamente reabsorbida, y nada se excreta por
orina (Mather A y Pollock C, 2011). La situacion mas comun que lleva a la saturacion de los
sistemas y al derrame de glucosa en la orina, ocurre cuando aumenta la carga filtrada en
respuesta a aumentos en las concentraciones de glucosa plasmatica, como ocurre en la diabetes
mellitus. En estas condiciones, no estaria involucrado ninguno de los componentes del
mecanismo de reabsorcion tubular. Sin embargo, en ciertos casos, como en las situaciones de
LRA, la glucosa se excreta por la orina, a pesar de observarse niveles normales de glucosa
plasmatica (Mather A y Pollock C, 2011).

Por otro lado, la reabsorcion de aminoacidos y péptidos ocurre a nivel del tabulo proximal y
del asa de Henle. El transporte es muy especifico y en general se considera que los tibulos

reabsorben el 99% de la carga filtrada de aminoacidos. Ademas, existen peptidasas a nivel de las
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membranas en ribete de cepillo, capaces de clivar oligopéptidos (glutation, angiotensina y
muchas otras) y volcarlos al interior del lumen, de manera extremadamente répida. En
consecuencia, existe una pequefia cantidad de aminoacidos y péptidos capaces de aparecer en la
orina final. Esta aminoaciduria fisioldgica se puede transformar en hiperaminoaciduria si los
mecanismos de reabsorcion son defectuosos o0 se encuentran anulados por una carga filtrada
elevada de aminoacidos (hiperaminoaciduria renal o prerenal respectivamente) (Magalhdes P et
al., 2018).

Los animales OUB24 presentaron glucosuria y proteinuria. La lesion renal obstructiva se
manifiesta principalmente a nivel del sistema tubular de la nefrona. En general, las células
epiteliales pueden presentar varias modificaciones degenerativas y perder las estructuras del
ribete en cepillo (Forbes MS et al., 2012; Xu Y et al., 2013). Sin embargo, cuando la obstruccién
es prolongada (dias a semanas), el glomérulo también puede verse seriamente afectado. Se ha
descripto que el estrés oxidativo y la muerte masiva de células tubulares ocasionan una
remodelacion en la unién glomerulotubular que conduce a la separacién completa del glomérulo
del tubulo proximal y a la formacion de glomérulos atubulares. Ademas, los glomérulos reducen
su tamafo considerablemente y adquieren forma de “s” (Chevalier RL et al., 2011). En los
animales OUB24 los aumentos observados en los niveles de glucosa y proteinas totales en orina
podrian deberse tanto a dafio tubular como glomerular. Probablemente exista una disrupcion de
la membrana de ultrafiltracion a nivel glomerular y/o alteraciones en los transportadores de
glucosa y proteinas, ocasionados por la pérdida de integridad estructural de las membranas, que
esten ocasionando el aumento de los niveles de glucosa y proteinas en orina.

La fosfatasa alcalina es una hidrolasa presente en casi todos los tejidos del organismo,
especialmente en el epitelio de los tdbulos proximales renales. Se ha descripto que la deteccion
de actividad urinaria de esta enzima es consecuencia de lesiones en la membrana apical que
originan pérdidas de integridad en la estructura de las microvellosidades de las células del tubulo
proximal, por lo que usualmente es utilizada como un marcador de dafio a nivel proximal (Di
Carlo et al., 2007). Cuando se analiz6 la actividad de esta enzima en la orina de los animales
OUB, no se registraron aumentos significativos para ninguno de los grupos experimentales
analizados. Al respecto, cabe aclarar que, en muchas ocasiones, la actividad de diversas proteinas
en orina puede verse afectada por la presencia de moléculas interferentes y por las caracteristicas
fisicoquimicas propias de dicho fluido, generando pérdidas de actividad y dificultad en la
deteccidon (Han WK et al., 2002). Por tal motivo, en este modelo experimental, la actividad de
fosfatasa alcalina en orina no seria un buen parametro para la deteccion de la lesién renal

obstructiva, debido a su falta de sensibilidad.
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Para completar el analisis de la funcidn renal, se realizaron estudios histopatoldgicos en cortes
de rifion, mediante tincion con hematoxilina-eosina. Las imagenes obtenidas mostraron fibrosis
intersticial y descamacion celular en los grupos OUB5 y OUB24, ademas de una marcada
dilatacion tubular en OUB24. Por otro lado, la cuantificacion de las alteraciones mediante el
establecimiento de un score de dafio tubular mostré que las lesiones en la arquitectura renal
fueron més severas para estos dos grupos, en comparacién con la histologia normal observada en
los grupos Sham, OUB1 y OUB2.

' Esta primera etapa permiti6 la caracterizacion del modelo esxperimental de nefropatia !
obstructiva. Los animales sometidos a 5 y 24 horas de obstruccion de uréteres (OUB5 y OUB24)
presentaron alteraciones en los marcadores de lesion renal evaluados, como urea y creatinina
en plasma, clearance renal de creatinina y NGAL,. Ademas, el analisis de las excreciones
fraccionales de agua y osmoles, asi como la evaluacion de otros parametros en orina,
permitieron constatar la instauracion del cuadro de diuresis postobstructiva en estos dos grupos

experimentales. Por otro lado, los estudios histolégicos mostraron lesiones estructurales de

relevancia en el tejido renal de ambos grupos.

5.2 Excrecion urinaria y expresion renal del Transportador de aniones organicos 5 (Oat5)
en ratas con nefropatia obstructiva

El Transportador de aniones organicos 5 (Oat5, Slc22al9) es uno de los miembros de la
familia de Transportadores de Aniones Organicos (Oats) que se expresa exclusivamente en el
rifidn, en las membranas apicales de los tubulos proximales (principalmente segmentos S2 y S3).
Alli, actia como un intercambiador de aniones organicos por dicarboxilatos de 4 y 5 carbonos
(como succinato y a-cetoglutarato), y es capaz de interactuar con una variedad heterogénea de
compuestos, tanto metabolitos enddgenos como agentes toxicos. Entre ellos se destacan
importantes hormonas esteroideas, como los sulfatos de estrona y dehidroepiandrosterona, y la
ocratoxina A, una toxina producida por diferentes especies de Aspergillus y Penicillium,
responsables de la contaminacion alimentaria. Ademas, se ha observado que Oat5 tiene la
capacidad de transportar determinados compuestos farmacoldgicos de importancia clinica tales
como la furosemida, la bumetanida, la penicilina G y los farmacos antiinflamatorios no
esteroides. Sin embargo, una caracteristica que lo distingue de los deméas miembros de su familia
es su incapacidad para transportar el anién paraaminohipurato (PAH), un sustrato prototipo de
los Oats (Youngblood GL y Sweet DH, 2004; Anzai N et al., 2005; Kwak JO et al., 2005).
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La deteccion urinaria de Oat5 se describié por primera vez en un estudio previo de nuestro
laboratorio (Di Giusto G et al., 2009). Este transportador ha sido extensamente estudiado en
diversos modelos preclinicos de dafio renal agudo, y su excrecion urinaria (Oat5,) ha sido
propuesta como un novedoso biomarcador temprano de lesion renal isquémica (Di Giusto G et
al., 2009), lesion renal inducida por calcificacién vascular (Hazelhoff MH et al., 2013) y
nefrotoxicidad inducida por cloruro mercurico (Di Giusto G y Torres AM, 2010), cisplatino
(Bulacio RP y Torres AM, 2013, 2015; Bulacio RP et al., 2015) y metrotexate (Severin MJ et al.,
2016, 2019).

En el presente trabajo de Tesis, uno de los objetivos fue determinar si la excrecidn urinaria de
Oat5 (Oat5,) también podria ser considerada como un biomarcador de lesidn renal obstructiva.
Cabe destacar que este es el primer trabajo que estudia la excrecién urinaria y la expresion renal
de Oat5 en patologias renales obstructivas. Para ello, se determind la abundancia urinaria de
Oat5 en diferentes grupos de animales sujetos a 1, 2, 5 y 24 horas de OUB (ver capitulo
“Materiales y Métodos™) y se la compar6 con los marcadores tradicionales de dafio renal (urea 'y
creatinina), y con un marcador mas reciente, la excrecién urinaria de la Lipocalina asociada a la
gelatinasa de neutrofilos (NGAL,). Oat5, aumentd significativamente en todos los grupos
experimentales (OUB1, OUB2, OUB5 y OUB24), en comparacién con los animales Sham. Por
su parte, la urea y la creatinina aumentaron sélo cuando el dafio fue severo (OUB24), y el
clearance renal de creatinina sélo disminuy6 en algunos grupos OUB (OUB5 y OUB24). En
contraste con los niveles plasmaticos de urea y creatinina y el clearance renal de creatinina,
Oat5, mostro alteraciones incluso a tiempos cortos de obstrucciéon ureteral (OUB1), grupo
experimental en el cudl no se detectaron cambios en los otros parametros evaluados.

Por otro lado, como se menciond en el capitulo “Introducciéon”, NGAL es una proteina
pequefia (25 kDa) que se induce tempranamente en el rifidén, en respuesta al dafio tubular. Varios
estudios reportaron aumentos en los niveles urinarios de esta proteina mucho antes de que se
evidenciaran alteraciones en los niveles de creatinina plasmética (Mishra J et al., 2003, 2004).
Por ello, actualmente la NGAL, es considerada como un prometedor biomarcador temprano y
sensible para el diagnostico de la lesidn renal aguda. Ademas, recientemente se ha informado un
aumento en la excrecion urinaria de NGAL en el contexto de la obstruccion de la unién
ureteropélvica (UPJO) y en cuadros de nefropatia obstructiva aguda (Lucarelli G et al., 2014;
Urbschat A et al., 2014). En este trabajo, también se evaluo la excrecion urinaria de NGAL y se
observo un aumento significativo sélo en los grupos OUB5 y OUB24. Los grupos OUB1 vy
OUB2 no mostraron modificaciones en la NGAL, Y, si se comparan la excrecion urinaria de

Oat5 con la de NGAL se puede observar que, aunque los niveles urinarios de ambas proteinas
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aumentaron significativamente en OUB5 y OUB24, el aumento fue mucho mayor para Oat5
(>800%) que para NGAL (~300%), en OUB24 por ejemplo. Por lo tanto, con estos resultados, se
podria sugerir que a tiempos prolongados de obstruccion (24 horas), la Oat5, detecta el dafio
renal obstructivo con una mayor sensibilidad que la que ofrecen otros biomarcadores como la
NGAL,. Por otro lado, cuando el tiempo de obstruccion fue muy corto (OUBL), el Unico
pardmetro modificado fue Oat5,. Ni los indicadores clésicos de disfuncion renal, como la urea o
la creatinina en plasma, el clearance renal de creatinina, los niveles urinarios de glucosa o
proteinas totales, la actividad de fosfatasa alcalina en orina o las excreciones fraccionales de H,O
y osmoles; ni otros biomarcadores descritos mas recientemente, como la NGAL,, se alteraron en
respuesta a la lesion renal obstructiva. Por lo tanto, Oat5, podria ser considerada también
como un biomarcador temprano y méas sensible que otros indicadores para predecir la

lesion renal obstructiva.

Con el fin de indagar acerca del origen del aumento observado en la excrecién urinaria de
Oatb, y para caracterizar las modificaciones en la expresion renal de este transportador en
condiciones de enfermedad renal obstructiva, se evalu6 su abundancia proteica en homogenados
totales de rifion y en membranas apicales renales, obtenidas segun lo descripto en el item 3.7.2
del capitulo “Materiales y Métodos”. Tanto en los homogenados totales como en las membranas
apicales renales, Oat5 disminuyé progresivamente en todos los grupos experimentales
analizados. Esto podria explicarse por un aumento en los procesos de degradacion o una
disminucion en la sintesis de novo de la proteina, inducidos por la nefropatia obstructiva, 6 por el
vertido de la proteina hacia la luz tubular. En las membranas apicales, la disminucién de Oat5
fue més pronunciada que en los homogenados totales. Por lo tanto, esta disminucion podria ser
consecuencia de un aumento en el proceso de endocitosis y/o una disminucion en la
translocacion del transportador hacia la membrana plasmatica, también inducidos por la
condicion patoldgica.

Los resultados obtenidos a través de la técnica de electroforesis y Western blotting fueron
corroborados mediante estudios comparativos de inmunohistoquimica en cortes de tejido renal.
Las imagenes de microscopia dptica mostraron una marcacién a nivel de la membrana apical de
las células del tabulo proximal, sitio donde se ha descripto que esta proteina es funcional (Anzai
N et al.,, 2005). Particularmente, en los rifiones de todos los grupos OUB, la marcacion
disminuy6 respecto de lo observado en los rifiones Sham. Ademas, en OUB24 la sefial

practicamente desaparecié de la membrana apical, apareciendo algo difusa en el interior celular.
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Estos resultados respaldan a los obtenidos mediante la técnica de electroforesis y Western
blotting.

Otros estudios han examinado el efecto de la obstruccion bilateral de uréteres sobre la
expresion renal de diferentes miembros de la familia Oat. En un modelo de 24 horas de OUB
seguido de 24 horas de recuperacion, Villar SR et al. (2005, 2008) observaron una disminucion
en la expresion de Oatl y Oat3 en la membrana basolateral. Ademas, se sabe que la disminucion
en la expresion renal de Oatl estd mediada por la accion de angiotensina Il y la activacion de la
via de la proteinquinasa C (PKC) (VanWert AL et al., 2010). Al respecto, también es sabido que
la nefropatia obstructiva ocasiona un aumento en la expresion de angiotensina Il, agente
vasoconstrictor de relevancia por su papel en la regulacion de la hemodindmica renal (Ucero AC
et al., 2010). Segun los resultados obtenidos en este trabajo, se podria sugerir que las alteraciones
observadas en la expresion renal de Oatb siguen un patron de respuesta similar al manifestado
por otros miembros de la familia Oat (Oat1/Oat3), frente a la lesion renal obstructiva, y que este
comportamiento también podria estar desencadenado por angiotensina Il y mediado por la
activacion de PKC. Sin embargo, se necesitan mas estudios para comprobar esta hipotesis.

Las alteraciones observadas en la expresion renal de Oat5 adquieren relevancia
farmacocinética ya que, en situaciones de dafio renal obstructivo, pueden ocurrir modificaciones
en el manejo renal de los metabolitos y/o agentes farmacoldgicos transportados por Oat5. En
pacientes con nefropatia obstructiva, medicamentos como la furosemida, la penicilina G o los
antiinflamatorios no esteroideos pueden presentar modificaciones en distintas variables
farmacocinéticas, entre ellas el tiempo de vida media de eliminacion, y por lo tanto, aumentar el
riesgo de efectos adversos. Estas cuestiones deberian ser tenidas en cuenta al disefiar las pautas

de dosificacion y los planes terapéuticos en estos pacientes, para evitar futuras complicaciones.

[ Con base en los resultados expuestos hasta aqui, la Oat5, podria ser considerada como un |

E biomarcador diagnostico temprano y sensible de lesién renal obstructiva, dado que aumento a
periodos muy cortos de obstruccién (1 hora) y en mayor proporcion respecto de otros, aun
cuando no se evidenciaron alteraciones en los parametros tradicionales de lesion renal, como la
urea y la creatinina en plasma, el clearance renal de creatinina, los niveles urinarios de glucosa
y proteinas totales, la actividad de fosfatasa alcalina en orina o las excreciones fraccionales de
H,O y osmoles; ni en otros biomarcadores de dafio renal caracterizados mas recientemente,

como la NGAL,.
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Por otro lado, se pudo observar que ocurren modificaciones en la expresion renal de Oat5 en
situaciones de dafio renal obstructivo, por lo tanto es probable que los farmacos transportados
por esta proteina presenten alteraciones en alguna de sus propiedades farmacocinéticas,
cuestion de relevancia en el disefio de planes terapéuticos para pacientes con nefropatia

obstructiva.

5.3 Excrecion urinaria y expresion renal del Cotransportador Na'/Dicarboxilatos 1
(NaDC1) en ratas con nefropatia obstructiva

El Cotransportador Na‘/Dicarboxilatos 1 (NaDC1, SlIcl13a2) es el miembro mejor
caracterizado de la familia de transportadores para dicarboxilatos y tricarboxilatos en mamiferos.
Se localiza en la membrana apical de las células del tubulo proximal renal y en las células del
intestino delgado, donde media la absorcion de intermediarios del ciclo de Krebs, como
succinato y citrato. Dado que NaDC1 se expresa principalmente en aquellos epitelios que tienen
altas necesidades metabodlicas, se considera que desempefia un rol importante en el
mantenimiento del metabolismo oxidativo celular. Sin embargo, su papel fisioldgico principal es
el manejo renal del citrato (Berjeron MJ et al., 2013; Pajor AM, 2014; Colas C et al., 2017).

La deteccion urinaria de NaDC1 se describid por primera vez en un estudio previo de nuestro
laboratorio (Di Giusto G et al., 2009). Existen algunos trabajos que analizan el comportamiento
de este transportador en situaciones patoldgicas tales como la colestasis extrahepatica o el dafio
renal isquémico (Di Giusto G et al., 2009; Brandoni A y Torres AM, 2015). Sin embargo, se
desconocen las modificaciones que ocurren en la excrecion urinaria y/o en la expresion renal de
NaDC1 durante el dafio renal obstructivo. Por lo tanto, otro de los objetivos del presente trabajo
de Tesis, fue analizar el potencial de la excrecion urinaria de NaDC1 (NaDC1,) como
biomarcador de nefropatia obstructiva, y ahondar en el conocimiento acerca de su expresion
renal en situaciones de obstruccion bilateral de uréteres.

La excrecion urinaria de NaDC1 se analiz6 en los diferentes grupos experimentales y
posteriormente se la comparé con los niveles plasmaticos de urea y creatinina, con el clearance
renal de creatinina, y con el biomarcador de lesion renal NGAL,. NaDC1l, aumento
significativamente en todos los grupos experimentales, inclusive en aquellos con periodos de
tiempo cortos de obstruccion (OUB1). Ademas, el aumento relativo registrado para NaDC1, fue
mucho mayor que el observado para NGAL, (>700% vs. ~300% respectivamente, en OUB24).
Estos resultados permitirian sugerir que, al igual que la Oat5,, la NaDC1, tendria la capacidad

de detectar la lesién renal obstructiva con una mayor sensibilidad, respecto de otros
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biomarcadores ya descriptos. Ademas, el hecho de que NaDC1, haya aumentado en OUBL, aln
cuando la urea y la creatinina en plasma, el clearance renal de creatinina, los niveles urinarios de
glucosa y proteinas totales, la actividad de fosfatasa alcalina en orina, las excreciones
fraccionales de H,O y osmoles y la NGAL, no presentaron modificaciones, permitirian postular
a la excrecion urinaria de esta proteina como un biomarcador temprano de lesion renal
obstructiva.

Por otro lado, se observo que a medida que aumentaba el periodo de obstruccion ureteral,
NaDC1, fue mayor, mostrando un patron de incremento aparentemente regular a lo largo de
todos los grupos experimentales analizados. Estos resultados motivaron la indagacién acerca de
una probable correlacién entre NaDC1, y el tiempo de obstruccion. Se realiz6 un analisis de
regresion no lineal, particularmente una regresion del tipo Michaelis-Menten, la cual permitid
confirmar la correlacién positiva entre ambas variables, con un alto grado de significacién (r*=
0,9126; p<0,05). Ademas, cuando la obstruccion fue prolongada (OUB24), la abundancia de
NaDCl1 en la orina alcanzd una meseta, lo que podria interpretarse como un limite en la cantidad
de proteina que puede ser volcada en la orina. Estos resultados indican que el periodo de tiempo
de obstruccion determina la cantidad de NaDC1 que aparece en la orina. Por lo tanto, conociendo
la abundancia urinaria de este transportador, se podria predecir el tiempo de duracion de la
obstruccion renal. Es importante sefialar que la nefropatia obstructiva es una patologia evolutiva,
es decir, que una vez que el dafio renal ha alcanzado un cierto nivel, la funcion renal disminuira
de manera irreversible independientemente de la presencia o ausencia de los eventos primarios
que hayan iniciado el proceso (Villar SR et al., 2008). En este sentido, se ha demostrado que el
tiempo de liberacion de la obstruccion es un factor relevante en el pronostico del deterioro de la
funcién renal a largo plazo (Klahr S, 2000). Teniendo en cuenta que la duracién de la
obstruccion es uno de los factores determinantes del deterioro y de la capacidad de recuperacion
renal, NaDC1, también podria ser considerado como un excelente biomarcador del tiempo
transcurrido desde el inicio de la lesion obstructiva. Seran necesarios otros estudios para
determinar si la NaDC1, también es capaz de identificar un umbral por encima del cual el dafio

renal se vuelve irreversible, a pesar de que los conductos urinarios ya hayan sido liberados.

En el rifion, las funciones de NaDC1 de mayor relevancia clinica son la regulacion de las
concentraciones urinarias de citrato y la generacion de un gradiente de dicarboxilatos necesario
para el correcto funcionamiento de otros transportadores renales como el transportador de
aniones organicos Oat5 (Berjeron MJ et al., 2013; Pajor AM, 2014; Colas C et al., 2017). Por

otro lado, la regulacion de los niveles intrarenales de dicarboxilatos es crucial en situaciones
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patoldgicas debido a que estos metabolitos son esenciales para la reparacion del tejido después
de una lesion (Weinberg JM et al., 2000). Por ello, en una segunda instancia, para profundizar en
el conocimiento acerca de los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en el desarrollo de la
lesion renal obstructiva, se evaluo la expresion renal de NaDC1 y su funcidn, a través del estudio
de la excrecion urinaria de uno de sus principales sustratos, el citrato.

Trabajos previos realizados por Brandoni y Torres (2015) mostraron un aumento en la
expresion renal de NaDC1 renal en correlacion con una disminucion de la excrecion urinaria de
citrato, en presencia de colestasis extrahepatica. Por el contrario, Di Giusto et al. (2009)
observaron una disminucion en la expresion de NaDC1 en rifiones de ratas con lesion renal
isquémica. En este trabajo de Tesis, la expresion renal de NaDC1 se analiz6 en muestras de
homogenados totales de rifion y de membranas apicales renales aisladas de los diferentes grupos
experimentales. No se observaron diferencias en la expresion renal de NaDC1 entre los grupos
OUB1 y OUB2. Por el contrario, NaDC1 mostré disminuciones significativas tanto en los
homogenados como en las membranas apicales renales de los animales OUB5 y OUB24. Estos
resultados podrian indicar que, cuando el dafio es severo, los procesos de sintesis y/o
degradacion de la proteina pueden verse alterados; es decir, podria estar ocurriendo un aumento
de la degradacion o una disminucién de la sintesis proteica, ademas del vertido de la proteina
hacia la luz tubular, como posibles causas de la disminucion de expresion observada. No
obstante, a pesar de que la disminucién en las membranas plasmaticas fue de similar magnitud
respecto de los homogenados, no se puede descartar un compromiso de los mecanismos de
endocitosis o de traslocacion de esta proteina hacia la membrana plasmética. De todos modos,
son necesarios mas estudios para corroborar estas hipétesis. Por otro lado, la técnica de
inmunohistoquimica realizada en cortes de tejido renal permitié observar una marcacion a nivel
de la membrana apical de las células del tabulo proximal. La marcacion de NaDC1 disminuyé en
los rifiones OUB5 y OUB24, en comparaciéon a lo observado en los rifiones Sham, OUBL y
OUB?2, y estos resultados estarian en concordancia con lo hallado mediante la técnica de Western
blotting.

Asimismo, la excrecion fraccional de citrato se incremento en los animales OUB5 y OUB24.
Teniendo en cuenta que la concentracion final de citrato en la orina deriva principalmente de su
reabsorcion y metabolismo en el tabulo proximal, y que ademas este sitio parece ser el Unico
segmento involucrado en el procesamiento del citrato luminal (Curthoys NP y Moe OW, 2014),
el aumento observado en la excrecion urinaria de citrato podria ser una consecuencia directa de
la disminucion de los niveles de NaDC1 en la membrana apical de la célula tubular proximal

registrada en los mismos grupos experimentales.
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El citrato es el acido organico mas abundante en la orina, capaz de formar complejos con
iones de calcio y magnesio e impedir la aglomeracion y el crecimiento de cristales solidos. La
relacién entre la excrecidén urinaria de citrato y la nefrolitiasis de calcio ha sido bien
documentada (Pinheiro VB et al., 2013; Bos S et al., 2014; Udomsilp P et al., 2018; Rimer JD et
al., 2019). En condiciones normales, el citrato actia como un inhibidor de la formacion de
calculos renales mediante la formacion de citrato de calcio en lugar de oxalato de calcio. Se ha
informado que la incidencia de hipocitraturia (bajos niveles de citrato urinario) es de 20 a 60%
en pacientes con nefrolitiasis calcica (Pinheiro VB et al., 2013; Bos S et al., 2014; Rimer JD et
al., 2018; Udomsilp P et al., 2018). Como se menciond en el capitulo “Introduccion”, las
obstrucciones del tracto urinario pueden ser de tipo congénitas o adquiridas. Los pacientes
criticamente enfermos, trasplantados o que se someten a procedimientos quirirgicos en 6rganos
adyacentes al rifion podrian desarrollar alguna condicion fisica que bloguee temporalmente el
flujo de orina, como célculos renales. Por lo tanto, el aumento en la excrecion urinaria de citrato
podria responder a un mecanismo compensatorio del organismo para tratar de prevenir cualquier

situacion de obstruccion del tracto urinario.
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La NaDC1, podria ser considerada como un biomarcador diagndstico temprano y sensible de
lesion renal obstructiva, dado que aumento a periodos muy cortos de obstruccion (OUB1) y en
mayor proporcién, aun cuando no se evidenciaron alteraciones en otros parametros de lesion
renal como la urea y la creatinina en plasma, el clearance renal de creatinina, los niveles
urinarios de glucosa y proteinas totales, la actividad de fosfatasa alcalina en orina, las
excreciones fraccionales de H,O y osmoles o la NGAL,. Ademas, se observé una correlacion
positiva entre la NaDC1, y el tiempo de obstruccién ureteral, por lo tanto, la NaDC1, también
tendria el potencial de brindar informacién acerca del tiempo transcurrido desde el inicio de la

lesién obstructiva.

Por otro lado, la expresion renal de NaDC1 disminuy6 significativamente en paralelo con el
aumento en la excrecion urinaria de uno de sus principales sustrato, el citrato. Este aumento en
la excrecion fraccional de citrato podria explicarse, al menos en parte, por la disminucion en la

abundancia de NaDC1 en las membranas apicales renales, lugar donde la proteina es funcional.
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5.4 Excrecién urinaria y expresion renal del Polipéptido transportador de aniones
organicos 1 (Oatpl) en ratas con nefropatia obstructiva

El Polipéptido transportador de aniones organicos 1 (Oatpl, Slcolal) es el primer miembro
descripto de la familia de transportadores Oatps. Ha sido caracterizado como un sistema de
transporte bidireccional independiente de sodio, capaz de transportar una gran variedad de
metabolitos enddgenos y medicamentos de importancia clinica como las estatinas, antagonistas
del receptor de angiotensina Il, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina,
glucosidos cardiacos, antibioticos B-lactamicos, entre otros (Roth M et al., 2012; Hagenbuch B y
Stieger B, 2013; Murray M y Zhou F, 2017). Inicialmente fue aislado del higado de rata y
posteriormente detectado en células de tubulos proximales renales. En el higado, se sabe que
participa en la captacion de compuestos anfipaticos unidos a la albimina como la bilirrubina,
acidos biliares, conjugados de esteroides y hormonas tiroideas, desde la sangre hacia el interior
de los hepatocitos. En el tejido renal, esta proteina transportadora es importante tanto para la
secrecion de compuestos que ingresan a la célula desde la membrana basolateral, como para la
reabsorcion de metabolitos que son filtrados a nivel glomerular (Higuchi K et al., 2004; Yang
CH et al., 2009). Aunque cominmente se acepta que el transporte mediado por Oatpl es
independiente de la hidrdlisis de ATP y de los gradientes de sodio, cloruro o potasio, otros
aspectos del mecanismo son menos conocidos. Se ha informado que el glutation reducido (GSH)
actlia como un contraion y que la actividad de Oatpl se encuentra influenciada por los gradientes
de pH (Leuthold S et al., 2009).

En el presente trabajo de Tesis, se evalud la excrecion urinaria de Oatpl (Oatpl,) para
determinar su potencial como biomarcador de nefropatia obstructiva. Cuando las muestras de
orina de animales OUB se corrieron en un gel de poliacrilamida, se separaron por SDS-PAGE y
se sometieron a electrotransferencia en membranas de nitrocelulosa, se observé una banda
definida de 85 kDa, que coincidié con el peso molecular descripto para Oatpl. Esta banda no se
detecto en la orina de los animales Sham. Segin nuestro conocimiento, este es el primer estudio
que informa la deteccion de Oatpl en muestras de orina y también el primero que analiza a este
transportador en el contexto de la enfermedad renal obstructiva. Oatpl so6lo se detectd en la orina
de ratas OUB, incluso cuando el tiempo de obstruccion fue corto (OUB1), grupo en el cual no se
observaron alteraciones en los parametros tradicionales de lesion renal (urea o creatinina en
plasma, clearance renal de creatinina, niveles urinarios de glucosa o proteinas totales, actividad
de fosfatasa alcalina en orina o las excreciones fraccionales de H,O y osmoles), ni en la

excrecion urinaria de NGAL. Aunque el resultado es preliminar, este hallazgo tiene relevancia
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clinica. Cuando el monitoreo de la funcién renal se vuelve esencial, como en pacientes que se
someten a procedimientos quirdrgicos o en aquellos que recientemente recibieron un trasplante
renal (Van Lint CL et al., 2015), saber si aparece Oatpl en la orina, podria ser un indicador de
que podria haber ocurrido una obstruccion renal previa. Sin embargo, seran necesarios futuros
estudios para determinar si Oatpl es también un indicador de lesion renal aguda inducida por
otros agentes. Ademas, solo cuando el dafio fue grave (OUB24), la excrecion de Oatpl aumento
significativamente en comparacion con el resto de los grupos experimentales. Por lo tanto, los
niveles de excrecion urinaria de Oatpl también tienen el potencial de informar sobre la gravedad
del dafio renal que sufre ese rifidn.

Los resultados presentados hasta aqui nos permitirian postular a la excrecion urinaria de
Oatpl como un biomarcador novedoso y temprano de nefropatia obstructiva con el

potencial de informar sobre la gravedad del dafio renal que sufre el rifién obstruido.

De manera complementaria, se evalud la expresion de Oatpl en tejido renal mediante ensayos
de Western blotting y técnica inmunohistoquimica. Los animales OUB24 mostraron un
incremento de Oatpl en las membranas apicales renales, aunque no hubo cambios de su
abundancia en los homogenados. Es probable que después de 24 horas de obstruccion ureteral, el
trafico de Oatpl hacia la membrana plasmatica pueda verse incrementado, y en consecuencia
ocurra un mayor reclutamiento de transportadores preformados en las membranas. También
podria estar ocurriendo una inhibicién en el proceso de internalizacion del transportador, ambos
fendmenos inducidos por la nefropatia obstructiva. Sin embargo, para profundizar en estos
aspectos son necesarios otro tipo de estudios mas especificos.

Las alteraciones observadas en la expresion renal de Oatpl son de relevancia clinica dado
que, se trata de una estrategia compensatoria del organismo para hacer frente al dafio renal, que
en ultima instancia afectan al manejo renal de los metabolitos y/o fAirmacos que se excretan por

la via renal a través de Oatpl, y que pueden tener serias consecuencias a nivel farmacocinético.

[ Qo o e e s e A Aetami A A~ A "

Segun nuestros conocimientos, este es el primer estudio que reporta la deteccion de Oatpl en
muestras de orina. La banda inmunoreactiva de 85 kDa, esperada segun el peso molecular
descripto para Oatpl, no aparecié en las muestras de orina de los animales Sham. Oatpl,
aparecio en todos los grupos OUB analizados, inclusive en aquellos que no mostraron
alteraciones de la funcion renal. En el grupo OUB24, Oatpl, presentd un aumento
marcadamente superior respecto de lo observado en el resto de los grupos OUB. Por lo tanto,

los resultados presentados en esta seccidn, nos permitirian postular a la excrecién urinaria de
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| Oatpl como un biomarcador diagnéstico temprano de la enfermedad renal obstructiva, con el

potencial de informar acerca de la severidad del dafio sufrido por el rifidén hasta ese momento.
En paralelo, el analisis de la expresion renal de Oatpl mostré un aumento significativo en las

renales prolongadas, estas alteraciones podrian tener consecuencias en el manejo renal de los
metabolitos y/o farmacos transportados por Oatpl, que son excretados principalmente por la via

[
|
|
|
| membranas apicales renales del grupo OUB24. Por lo tanto, en presencia de obstrucciones
|
|
|
! renal.

|

5.5 Anélisis comparativo de la excrecion urinaria de potenciales biomarcadores de lesion
renal en ratas con nefropatia obstructiva

Uno de los mayores retos de la medicina actual es intentar predecir o estimar el riesgo de
sufrir un evento patoldgico en una persona sana 0 en un paciente concreto. De ahi el interés
creciente en el estudio y desarrollo de nuevos biomarcadores diagndsticos y prondsticos de
enfermedades de complejo abordaje como la enfermedad renal.

Particularmente, la lesion renal aguda es una enfermedad de desarrollo progresivo, que
evoluciona en diferentes estadios en los que se van incrementando las manifestaciones clinicas
(Bellomo R et al., 2012). Dichos estadios se establecen segun la funcion renal remanente,
medida a través de la estimacion de la tasa de filtracion glomerular. La progresion suele seguir
un patrén constante, dependiendo de la etiologia y de las caracteristicas del paciente, pero puede
verse acelerada por diferentes factores patoldgicos y ralentizados por medidas terapéuticas
pautadas (Bellomo R et al., 2012). Si bien las pruebas de laboratorio realizadas en la clinica
permiten el diagndstico y seguimiento de la lesion renal aguda, los pardmetros que se miden
habitualmente no son buenos indicadores de los cambios en la tasa de filtracion glomerular. En
general, se considera que los indicadores fisiologicos tradicionales, como la creatinina sérica y la
produccion de orina, son marcadores tardios e inespecificos de disfuncion renal; sin embargo, en
ausencia de mejores alternativas, siguen teniendo un uso clinico generalizado (Bellomo R et al.,
2012).

Cuando se registran las primeras alteraciones en los niveles plasmaticos de urea y creatinina,
el deterioro de la funcion renal ya es manifiesto y se considera que se ha perdido mas del 50% de
la tasa de filtracion glomerular. En este punto, también es posible detectar otro tipo de
alteraciones fisioldgicas y metabolicas tales como hiperlipidemia, hiperuricemia, alteraciones

leves del metabolismo fosfo-célcico, disminucion de la capacidad de concentracién urinaria
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(poliuria), entre otras (Seijas M et al., 2014). Sin embargo, en los primeros estadios de la
enfermedad, la funcidn adaptativa de las nefronas permite mantener una funcion renal global
estable, suficiente como para mantener al paciente asintomatico, sin sintomas patologicos
visibles. A estas situaciones se las conoce con el término de “subclinicas”. En estos estadios
tempranos, existen otros indicadores tanto en plasma como en orina, que comienzan a manifestar
alteraciones indicando el comienzo del desarrollo de la lesion renal: aumento en la excrecion
urinaria de determinadas proteinas (estructurales y/o enzimas) del tabulo proximal (por ejemplo,
N-acetil-B-D-glucosaminidasa), induccién de la transcripcion génica y de la traduccion de
determinados ARN mensajeros que solo se expresan como respuesta a la lesion (por ejemplo
KIM-1, MCP-1), el aumento en los niveles plasmaéticos y urinarios de ciertas moléculas
(proteinas, péptidos, ARN mensajeros) que pueden considerarse indicadores de lesién renal
(NGAL, cistatina C), entre otras. Es por ello que, actualmente muchas de estas moléculas son
consideradas como marcadores de diagnostico temprano de la enfermedad renal (Seijas M et al.,
2014).

En el presente trabajo de Tesis se evaluaron las excreciones urinarias de tres proteinas
transportadoras de aniones organicos: el Transportador de aniones organicos 5 (Oatb), el
Cotransportador Na'/Dicarboxilatos 1 (NaDC1) y el Polipéptido transportador de aniones
organicos 1 (Oatpl), en un modelo experimental de nefropatia obstructiva de diferentes niveles
de severidad. La obstruccién completa de ambos uréteres durante 24 horas (OUB24) ocasiono un
cuadro de dafio renal de gravedad, manifestado por el marcado aumento en los niveles
plasmaticos de urea y creatinina, la disminucién del clearance renal de creatinina, el aumento en
la excrecion urinaria de NGAL, el aumento de las proteinas totales y la glucosa en orina, el
aumento en la EF% H,O y EF% Osm, y la presencia de alteraciones histopatoldgicas severas.
Ademas, la excrecion urinaria de las tres proteinas analizadas aument6 significativamente en este
grupo experimental, respecto del grupo Sham.

En contraposicion, cuando la obstruccion ureteral fue de muy corta duracion (1 hora, OUBL1),
ninguno de los pardmetros anteriormente mencionados presentd alteraciones, excepto las
excreciones urinarias de Oat5, NaDC1 y Oatpl, las cuales presentaron aumentos de considerable
magnitud. Es decir, Oat5,, NaDC1, y Oatpl, no sélo se modificaron en paralelo con la alteracién
en los demas indicadores, cuando el tiempo de obstruccion fue largo y el dafio al tejido renal
severo (OUB24), sino que también cuando dicho periodo de tiempo fue muy corto (OUB1) y ain
no se habian registrado alteraciones en el resto de los parametros de funcion renal analizados.
Este hecho demuestra la alta sensibilidad de las tres proteinas como biomarcadores tempranos de

lesion renal obstructiva.
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Cabe destacar que en este modelo experimental de nefropatia obstructiva, el patron de
excrecion seguido por las tres proteinas no fue el mismo. La Oat5, aumentd en todos los grupos
experimentales, apareciendo tempranamente en la orina de los grupos con dafio leve y mostrando
un pico méas marcado en el grupo de mayor compromiso renal. En otros modelos experimentales
de lesion renal aguda de diferente etiologia, llevados a cabo en nuestro laboratorio, se observé un
comportamiento similar de la Oat5,. Bulacio RP y Torres AM (2013) trabajaron con un modelo
de nefrotoxicidad inducida por dosis crecientes del antineoplasico cisplatino y observaron
aumentos tempranos de la Oat5, en todos los grupos experimentales analizados, con un pico
maximo de excrecion con la dosis mayor de cisplatino utilizada (10 mg/kg p.c.). De manera
similar, Severin MJ et al. (2016) estudiaron la excrecion urinaria de Oat5 en un modelo de
nefrotoxicidad inducida por metrotexate y observaron aumentos en aquellos grupos tratados con
las dosis mas altas del antineoplasico, en ausencia de modificaciones en el resto de los
pardmetros de funcion renal estudiados. Por su parte, Di Giusto G et al. (2009, 2010) analizaron
la excrecion urinaria de Oat5 en el contexto de la nefrotoxicidad inducida por cloruro mercarico
(Di Giusto G y Torres AM, 2010) y la nefropatia isquémica (Di Giusto G et al., 2009), y
observaron aumentos significativos respecto del grupo Sham, a todas las dosis y tiempos
ensayados, mientras que la creatinina plasmatica y los estudios histopatoldgicos so6lo se alteraron
significativamente en el grupo tratado con la dosis mas alta de cloruro mercurico (5 mg/kg p.c.)
y en el grupo sometido al periodo isquémico mas largo (60 minutos), respectivamente. Todos
estos trabajos emplearon modelos experimentales de lesion renal de gravedad creciente y
mostraron que la Oat5, aumentd tempranamente cuando el grado de dafio renal fue leve y
presentd un maximo en los casos mas severos, momento en el cual comenzaron a observarse las
alteraciones en el resto de los parametros de funcion renal analizados. Pareceria entonces que,
independientemente de la causa desencadenante, la determinacién de los niveles urinarios de
Oatb serviria como un biomarcador temprano de dafio renal de diferentes etiologias, y seria una
herramienta eficaz para diferenciar cuadros leves de severos.

Por otro lado, la excrecion urinaria de NaDC1 también ha sido estudiada previamente en
nuestro laboratorio, en otros modelos de dafio renal agudo, para evaluar su potencial como
biomarcador (Di Giusto G et al., 2009; Di Giusto G y Torres AM, 2010). En ratas sometidas a
periodos de isquemia renal de corta (5 minutos, I5R60) y larga duracion (60 minutos, 160R60),
NaDC1, aumenté significativamente sélo en el grupo experimental 160R60. Asimismo, en ratas
tratadas con dosis crecientes de cloruro mercdrico, NaDC1, aument6 significativamente s6lo en
el grupo experimental que recibié la dosis mayor del agente nefrotdxico (5 mg/kg p.c.). A

diferencia de lo observado en estos trabajos, en el modelo experimental de nefropatia obstructiva
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empleado aqui, la NaDC1, mostr6 un aumento progresivo, con diferencias significativas en
todos los grupos experimentales analizados. El anélisis de regresion mostré que la concentracion
urinaria de NaDC1 esta correlacionada positivamente con el tiempo de obstruccion ureteral, de
manera tal que, la NaDC1,, ademas de ser un indicador con la capacidad de diagnosticar cuadros
de dafio renal obstructivo leves (OUB1) y severos (OUB24), también tendria la capacidad de
predecir cuadros de dafio renal de intensidad moderada, de menos de 24 horas, causados por
periodos de tiempo de obstruccién variables. Ademas, cuando la obstruccion fue prolongada
(OUB24), la abundancia de NaDC1 en la orina alcanz6 una meseta, lo cual indicaria que
obstrucciones de mas de 24 horas no modifican la cantidad de proteina que puede ser volcada en
la orina. Por lo tanto, determinados niveles NaDC1, podrian dar indicios acerca de la gravedad
del cuadro y la probabilidad de recuperacion de la funcion renal. Es decir, conociendo la
abundancia urinaria de este transportador, se podria estimar por cuanto tiempo ese rifion
permanecio obstruido y el prondstico de la enfermedad. Sin embargo, a pesar de lo prometedor
de estos resultados, se requieren de mas estudios para confirmar esta hipotesis.

Por su parte, la proteina Oatpl mostré una particularidad: si bien los incrementos observados
fueron de menor magnitud respecto de las otras dos proteinas evaluadas (por ejemplo en OUB24:
Oat5,= 900%; NaDC1,= 769%; versus Oatpl,= 71%), la banda reactiva aparecio solo en las
muestras de orina de los grupos OUB, no observandose sefial en las muestras de los animales
Sham. Ademas, al igual que para los casos anteriores, la Oatpl, se detectd incluso cuando el
tiempo de obstruccion fue muy corto (OUBL), grupo en el cual no se observaron alteraciones en
los pardmetros tradicionales de funcion renal, ni en la excrecion urinaria de NGAL. Por lo tanto,
la Oatpl, demostrd ser también un biomarcador de diagnostico temprano de nefropatia
obstructiva. Por otro lado, los grupos OUB1, OUB2 y OUB5 mostraron incrementos de similar
magnitud, a diferencia de lo observado en el grupo OUB24, en donde la abundancia urinaria de
Oatpl fue significativamente mayor. Al igual que para Oat5,, los niveles de excrecion urinaria
de Oatpl también tendrian el potencial de informar acerca de la gravedad del dafio renal que ha
sufrido ese rifion.

A modo de resumen entonces, tanto la Oat5, como la NaDC1, y la Oatpl, podrian ser
consideradas como biomarcadores de diagnostico temprano de nefropatia obstructiva. Los
niveles urinarios alcanzados por Oat5 y Oatpl permitirian diferenciar casos leves de severos,
mientras que, la NaDC1, tendria la capacidad ademas de discriminar cuadros de severidad
moderada. Y particularmente, la evaluacion de la abundancia urinaria de Oatpl podria
considerarse como una herramienta de alta especificidad para detectar la lesidn renal obstructiva,

dado que sélo aparecid en orina cuando ocurrid el evento obstructivo (Tabla 5.1).
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Nefropatia Obstructiva

Diagndstico

Oat5,
Temprano

Diagndstico
NaDC1, Temprano
Duracion de la obstruccion

Diagndstico

Oatpl, Temprano

Tabla 5.1: Comparacion de potenciales biomarcadores urinarios de nefropatia obstructiva

5.6 Conclusiones finales

El objetivo del presente trabajo de Tesis consistid en evaluar los niveles urinarios de Oat5,
NaDC1 y Oatpl como potenciales biomarcadores de enfermedad renal obstructiva, empleandose
para ello un modelo experimental de nefropatia obstructiva en ratas, basado en la obstruccion
completa de ambos uréteres durante diferentes periodos de tiempo de obstruccion. Los distintos
experimentos realizados aqui permitieron caracterizar el comportamiento de las excreciones

urinarias de Oatb, NaDC1 y Oatpl, y los resultados pueden resumirse de la siguiente manera:

v Laexcrecion de Oat5 por orina podria ser utilizada como un biomarcador diagndstico
de nefropatia obstructiva, dado que se encontr6 aumentada en todos los grupos
experimentales analizados, luego de periodos de obstruccién ureteral de corta y larga duracion.
Ademas, en los grupos con dafio renal leve, la Oat5, aumentd cuando todavia no se habian
hallado alteraciones en otros pardmetros tradicionalmente utilizados para evaluar dafio renal,

por lo que también podria considerarse como un biomarcador de diagndéstico temprano.

v' La excrecion urinaria de NaDC1 podria ser utilizada como un biomarcador
diagnostico de nefropatia obstructiva, dado que se encontré6 aumentada en todos los grupos
experimentales analizados, siguiendo un patron de crecimiento regular, correlacionado
positivamente con el tiempo de la obstruccidén ureteral. Ademas, en los grupos con dafio
renal leve, la NaDC1, aumenté cuando todavia no se habian hallado alteraciones en otros
parametros tradicionalmente utilizados para evaluar dafio renal, por lo que también podria

considerarse como un biomarcador de diagnostico temprano.
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v La excrecion urinaria de Oatpl podria ser utilizada como un biomarcador diagndstico
de nefropatia obstructiva, dado que se encontr6 aumentada sélo en los grupos
experimentales OUB, luego de periodos de obstruccion ureteral de corta y larga duracion.
Ademas, en los grupos con dafio renal leve, la Oatpl, aument6 cuando todavia no se habian
hallado alteraciones en otros parametros tradicionalmente utilizados para evaluar lesion renal,

por lo que también podria considerarse como un biomarcador de diagnoéstico temprano.

Los nuevos biomarcadores de lesion renal son herramientas mucho mas precisas y sensibles
que los marcadores utilizados actualmente en la clinica médica, para el diagnostico de la lesion
renal aguda. Las investigaciones tendientes a su desarrollo estdn en auge, debido a que la
posibilidad futura de incorporarlos en la practica médica diaria, en forma de test de rutina, ofrece
una serie de ventajas muy prometedoras: permitiran reconocer diferentes etiologias de lesion
renal, establecer la severidad del dafio y predecir un posible prondstico, monitorear la efectividad
de un tratamiento, determinar especificamente el sitio donde se produce la injuria, entre otras
(Andreucci M et al., 2017; Teo SH et al., 2017; Antonelli A et al., 2018; Beker BM et al., 2018).

Sin embargo, para que un determinado biomarcador pueda ser efectivamente utilizado como
un test de rutina, deberia ser capaz de detectar la enfermedad mediante una técnica relativamente
simple y factible. Ademas, dicho biomarcador deberia cumplir con una serie de caracteristicas:
ser especifico, sensible, predictivo, rapido y econémico, estable in vivo e in vitro, no invasivo, y
tener suficiente relevancia preclinica y clinica como para modificar las decisiones relativas al
proceso patoldgico en que se aplica (Beker BM et al., 2018). Encontrar un Unico biomarcador
que reuna todas estas condiciones y que sea capaz de describir un estado patoldgico particular en
su totalidad no es tarea sencilla. Casi podria considerarse una utopia. En realidad, lo que ocurre
generalmente es que los biomarcadores individuales son capaces de mostrar diferentes aspectos
de la lesién renal. Algunos muestran el sitio y la extension del dafio, otros reflejan las
consecuencias funcionales del dafio tubular. Por ejemplo, concentraciones séricas elevadas de
cistatina C son indicadoras de cambios en la tasa de filtracion glomerular, mientras que las
concentraciones urinarias de NGAL estan relacionadas con el estrés o la lesion a nivel tubular
(Beker BM et al., 2018). Ademas, cada uno de ellos presenta un perfil de comportamiento
particular segun el origen y el desarrollo de la enfermedad renal (Beker BM et al., 2018).

Dado que la manifestacion de la lesion renal aguda es el resultado final de la interaccion
compleja y multidimensional de diferentes vias celulares y moleculares, es poco probable que un
solo biomarcador proporcione una herramienta de diagnoéstico integral. Por ende, se ha propuesto

el uso de un conjunto o “panel” de varios biomarcadores, que podria proporcionar un abordaje
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mas integral acerca del origen y el desarrollo de la enfermedad renal, permitiendo mejoras en el
diagndstico, la toma de decisiones y en la definicion de predicciones (Lee CW et al., 2018;
McCaffrey J et al., 2015). La capacidad de establecer dichos paneles requiere de la extrapolacién
de los resultados obtenidos en la investigacion preclinica, en estudios clinicos en humanos, que
incluyan datos poblacionales y seguimientos a lo largo del tiempo. Dichos estudios permitiran no
solo determinar la utilidad de cada uno de los diferentes biomarcadores, sino que también
ayudaran al desarrollo de las intervenciones terapéuticas para mejorar el prondstico de los
pacientes.

El presente trabajo de Tesis aporta nueva informacion respecto del comportamiento de tres
proteinas transportadoras de aniones organicos, localizadas en el rifién, en el contexto de la
nefropatia obstructiva. Los resultados obtenidos aqui intentan ser el primer paso hacia la
construccién de un nuevo panel de biomarcadores de lesion renal obstructiva, para optimizar el

diagndstico y la prognosis de esta enfermedad.
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