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| RESUMEN



Expresion del VEGF en el rifidn de ratones adultos
Adriana L. Garcia

Bajo condiciones normales menos del 1 % de las células tubulares del rifion
proliferan aunque sin embargo, en respuesta a una injuria, células normalmente
quiescentes entran en el ciclo celular. En el modelo del rifion remanente en roedores, el
numero de nefronas es repentinamente reducido por ablacion quirurgica, lo que dispara
eventos moleculares y celulares que promueven el crecimiento compensatorio.
Historicamente han surgido controversias acerca de si dicho crecimiento renal resulta de
hipertrofia o hiperplasia. Por otro lado, ademas de los cambios en las células epiteliales
e intersticiales después de la reduccion de la masa renal, la reparacion capilar es un
evento crucial en la recuperacion del dafio renal y el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) juega un rol importante en la proliferacion endotelial. En el rifion
normal, el VEGF se expresa en los podocitos glomerulares y en las células tubulares,
especialmente en la médula externa y rayos medulares, pero también ha sido
demostrado que juega un rol mayor en la respuesta compensatoria renal después de la
uninefrectomia. Si bien este factor es esencial para la normal nefrogénesis y la
glomerulogénesis, también ha sido implicado en la patogénesis de la disfuncion renal

temprana y en la hipertrofia glomerular en la diabetes experimental.

Ademas, los cambios en los capilares peritubulares después de la reduccion renal
son modulados por distintas causas como, la especie y la edad de los animales bajo
estudio, la extension y el origen de la reduccidn néfrica, el tiempo posterior a la injuria y
el grado de fibrosis y/o de proliferacion tubular. Existen indicaciones de que las
hormonas sexuales tienen distintos efectos segiin las regiones del rifion y posiblemente
también durante el crecimiento compensatorio después de la uninefrectomia.
Conjuntamente, durante algunos procesos regenerativos en ratas y ratones, la expresion

de ARNm VEGEF esta temporal y espacialmente relacionada a la proliferacion.

Con el objetivo de analizar y comparar la expresion del VEGF y la actividad
proliferativa de las células tubulares del rifion, se utilizaron ratones machos y hembras
de la cepa C3HS, de 90 dias de edad, endocriados y estandarizados para analisis de

periodicidad, divididos en 4 grupos para la realizacion de los siguientes experimentos:
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Experimento I: estudio de la expresion del VEGF en las células tubulares de la
corteza y de la médula externa del riiion de animales intactos, durante un periodo
circadiano: se utilizaron 36 ratones machos y 36 hembras, divididos en grupos de 6
animales cada uno, respectivamente. Se sacrificaron por decapitacion y sangria en los
siguientes puntos horarios: 0:00, 04:00, 08:00, 12:00, 16:00 y 20:00 horas. En cada
animal se extrajo el rindén derecho que fue procesado para la técnica de

inmunohistoquimica del VEGF.

Experimento II: estudio de la sintesis de ADN en las células tubulares de la corteza
y de la médula externa del rifion de animales intactos, durante un periodo
circadiano: se utilizaron 38 ratones machos y 38 hembras, divididos en grupos de 6/7
animales cada uno, respectivamente. Se sacrificaron por decapitacion y sangria en los
siguientes puntos horarios: 0:00, 04:00, 08:00, 12:00, 16:00 y 20:00 horas, previa
inyeccion (1 hora antes) de 5- bromodeoxiuridina en dosis equivalente a 50 mg/Kg de
peso corporal. En cada animal se extrajo el rifion derecho que fue procesado para la

técnica de inmunohistoquimica de Brdu.

Experimento III: estudio de la expresion del VEGF en las células tubulares de la
corteza y de la médula externa del rifion, a las 50 horas y a los 7 dias posteriores a
la nefrectomia: se utilizaron 12 ratones machos y 12 hembras, los que se sometieron a
una nefrectomia unilateral (Nx). Los animales, divididos en grupos de 6, se sacrificaron
por decapitacion y sangria a las 50 horas o a los 7 dias posteriores a la cirugia. En cada
animal se extrajo el riidén derecho que fue procesado para la técnica de

inmunohistoquimica del VEGF.

Experimento IV: estudio de la sintesis de ADN en las células tubulares de la
corteza y de la médula externa del rifion, a las 50 horas y a los 7 dias posteriores a
la nefrectomia: se utilizaron 14 ratones machos y 14 hembras, los que se sometieron a
una nefrectomia unilateral (Nx). Los animales se sacrificaron por decapitacion y sangria
a las 50 horas o a los 7 dias post cirugia, previa inyecciéon (1 hora antes) de 5-
bromodeoxiuridina en dosis equivalente a 50 mg/Kg de peso corporal. En cada animal
se extrajo el rifon derecho que fue procesado para la técnica de inmunohistoquimica de

Brdu.
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Los resultados se expresan como X = ESM (n), para cada grupo y se analizaron
estadisticamente con el “t-test” de Student o con ANOVA y el post-test de

comparaciones multiples de Tukey-Kramer.

Los resultados de los experimentos I y II muestran que en los ratones machos
intactos, los valores de las dos variables analizadas, tanto en las células tubulares de la
corteza como de la médula externa del rifidén, presentan un ritmo circadiano en el cual
los valores méximos del VEGF, preceden a los de ADNSs. En las hembras, los valores de

estas variables no presentan un ritmo circadiano evidente, en ninguna de las dos zonas.

Los resultados de los experimentos III y IV muestran que la nefrectomia no
desencadena cambios en los valores de ADNs de las células tubulares corticales ni
medulares, en ninguno de los sexos. Sin embargo, induce un crecimiento compensatorio
de tipo hipertréfico en el rifion contra lateral, que involucra un aumento en la expresion

del VEGF, con marcadas diferencias sexuales a nivel del compartimento cortical.
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Los rifiones son érganos pares, ubicados a cada lado de la columna vertebral en la
fosa lumbar del espacio retroperitoneal. Tienen por funcion la eliminacion de sustancias
toxicas del plasma sanguineo, contribuyen a la regulacién de la presion arterial y al

equilibrio acido-base. Tienen ademas funcion endocrina.

En condiciones fisiologicas, la funcion de ambos rifiones es suficiente para
soportar la carga osmolar generada por determinados alimentos; sin embargo, cuando
todo el trabajo recae sobre un Unico rifién, ya sea por agenesia, falla renal o nefrectomia,
puede desarrollarse, por un mecanismo de hipertrofia, una nefromegalia compensadora
o rifion vicariante (Prassopoulus, et al. 1992). Esta capacidad del rifién adulto de crecer
para reemplazar la pérdida de tejido fue ya reconocida por Aristoteles (384-322 BC)
quien observo que los animales nacidos con un solo rifidn tenian un érgano mas grande

en comparacion con los que tenian los 2 riniones (Wolf, 1992).

Histéricamente han surgido controversias acerca de si el crecimiento
compensatorio renal resulta de hipertrofia o hiperplasia. Inicialmente se pensd que el
epitelio renal no podia ser estimulado para dividirse y que las nefronas podian
incrementar su tamafio s6lo como resultado de hipertrofia celular. Este concepto data de
1902, cuando Galeotti y Villa Santa no encontraron evidencia de que la hiperplasia
jugara algun rol en el crecimiento del rifion adulto (Galeotti and Villa-Santa, 1902).
Siguiendo esa linea, las investigaciones de Arataki y Moore demostraron que las
nefronas maduras podian incrementarse en tamafio pero no en numero, siendo el
crecimiento compensatorio puramente hipertrofico (Arataki, 1926) (Moore, 1929).
Saphir también atribuy6 el agrandamiento renal completamente a la hipertrofia celular,
debido a que no encontr6 figuras mitdticas en el epitelio tubular ni glomerular del rifion
de conejos (Saphir, 1927). Esta opinién prevalecid hasta 1949 cuando Rollason
observd, en los primeros dias posteriores a la nefrectomia unilateral, un leve aumento de
la actividad mitotica en ratas, principalmente en el epitelio de los tubulos contorneados.
En adicion a esta clara hiperplasia celular, demostr6é un incremento en el tamafio de las
células epiteliales y concluy6 que tanto la hipertrofia como la hiperplasia contribuian al

crecimiento compensatorio renal (Rollason, 1949).
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Descripciones mas detalladas de este fenomeno fueron dadas por otros autores,
quienes determinaron indices mitoticos en rifiones de ratas maduras en distintos tiempos
posteriores a la nefrectomia unilateral encontrando su méxima expresion a las 40-48
horas seguida por una rapida declinacion (Goss and Rankin, 1960) (Ogawa and
Nowinski, 1958) (Rosen and Cole, 1960) (Williams, 1961). Johnson y Roman por su
parte, observaron que la nefrectomia era seguida de hipertrofia celular sin hiperplasia
inmediata y argumentaron que, aparentemente los factores que controlan el crecimiento
compensatorio en el rifion no actuarian primariamente regulando la sintesis de ADN,
sino regulando la sintesis de ARN y proteinas. Esto implicaria que la proliferacion
celular seria secundaria a la hipertrofia celular y que la célula no se divide hasta que
alcanza un cierto tamafo critico o una cierta razoén nucleo/citoplasma. Concluyeron que,
aunque la hiperplasia renal comenzaba s6lo después de cierto grado de hipertrofia
celular, esto no significaba que la masa celular fuera necesariamente un disparador para

la iniciacion de la division celular (Johnson and Roman, 1966).

Bricker y colaboradores notaron también que la enfermedad renal es acompanada
por mecanismos compensatorios incluyendo respuestas de crecimiento subsecuentes a la
injuria aguda o cronica (Bricker, et al., 1990). La regeneracion del epitelio tubular
funcional, después de la necrosis tubular aguda es una tipica respuesta proliferativa en la
cual las células sobrevivientes sufren mitosis, migran a lo largo de la membrana basal
intacta y finalmente se diferencian a células tubulares totalmente funcionales
(Scherberich and Wolf, 1994) (Toback, 1992). En contraste, el agrandamiento renal
compensatorio siguiente a la pérdida cronica de nefronas, independientemente de la
causa de la injuria, es el clasico ejemplo de hipertrofia tubular (Fine, 1986) (Wolf and
Neilson, 1991).

Mientras que la hipertrofia tubular inicialmente representa compensacion para la
pérdida de tejido renal funcional, la mala adaptacion eventualmente sobreviene en
atrofia tubular, fibrosis tabulointersticial y pérdida de la funcidén, puntos finales
comunes de muchas enfermedades renales de diversas etiologias (Fine, 1986)
(Hostetter, 1995) (Klahr, et al., 1988) (Rabkin and Fervenza, 1996) (Wolf, 1992)
(Wolf, 1993) (Wolf, 1995) (Wolf and Neilson, 1991).
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El medioambiente tubulointersticial tiene una arquitectura muy compleja y esta
compuesto por numerosos tipos celulares que incluyen: células del epitelio de los
tubulos, células intersticiales, endotelio vascular, macréfagos/monocitos y linfocitos en
relativa proximidad, que pueden estar involucrados en la modulacion del crecimiento a
través de citoquinas en forma autocrina, paracrina y endocrina (Kaissling and Le Hir,
1994) (Lemley and Kriz, 1991) (Wesson, 1989) (Wolf and Neilson, 1991). Tal es su
importancia que un gran nimero de trabajos sugieren que cambios estructurales en su
arquitectura son el mayor determinante en la progresion de la enfermedad renal. Risdon
y colaboradores demostraron una correlacion positiva entre la declinacion de la funcion
renal y la atrofia tubular (Risdon, et al., 1968). Estudios subsecuentes de los grupos de
Striker y de Bohle han revivido el concepto de una asociacion cerrada entre la
progresion de la enfermedad renal cronica y desarreglos estructurales del
compartimiento tubulointersticial que pueden conducir a obstruccion mecanica de
capilares postglomerulares adyacentes, con disminucion del suministro de oxigeno a
varias poblaciones celulares renales (Bohle, et al., 1979) (Bohle, et al., 1990)
(Schainuck, et al., 1970) (Striker, et al., 1970). Los tibulos hipertrofiados también
tienen una tasa de transporte incrementada que aumenta el consumo de oxigeno y la
atraccion de macrofagos/monocitos, produciendo y liberando ademds diferentes
citoquinas y factores de crecimiento (Fine, 1986) (Kohan, 1991) (Nath, 1992) (Ong
and Fine, 1994) (Toback, et al., 1990).

La declinacion progresiva de la funcion renal en las enfermedades glomerulares y
tubulointersticiales es debido a un incremento en las proteinas de la matriz extracelular,
precedido por cambios en el numero (alteraciones en el balance entre proliferacion y
apoptosis) y/o tamafio celular (hipertrofia). En varias formas de enfermedad renal estos
eventos celulares tempranos estan intimamente ligados al ciclo celular por lo que se
desarrollaron muchas estrategias terapéuticas con blanco en proteinas reguladoras

especificas del mismo (Shankland and Wolf, 2000).

Sin embargo, en pacientes con un rifion dafiado en forma irreversible debido a
infeccion cronica sintomatica, obstruccion, enfermedad calculosa o lesion traumatica
severa, se indica una nefrectomia simple. También puede realizarse para tratar la

hipertension renovascular debida a una enfermedad de la arteria renal que no se puede
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corregir o a un dafio parenquimatoso unilateral severo por nefroesclerosis, pielonefritis,
reflujo o displasia congénita. La nefrectomia radical es el tratamiento de eleccion para

los pacientes con carcinoma de células renales localizado (Novick, 2007).

Probablemente las primeras nefrectomias se realizaron de modo accidental. Los
primeros informes acerca de la extirpacion de grandes tumores ovaricos indican que el
cirujano ocasionalmente se sorprendia por hallar el rifion incluido en la pieza quirurgica.
La nefrectomia programada se llevo a cabo por primera vez en 1869 por Gustav Simon,
para el tratamiento de una fistula ureteral persistente. La operacion fue precedida por
numerosas investigaciones experimentales de uninefrectomia en perros, para demostrar
que podian sobrevivir normalmente con un solo rifion. Esta aplicacion de un modelo
experimental a un problema clinico fue la predecesora del método por el cual se

desarrollaron muchos procedimientos quirtrgicos (Novick and Campbell, 2005).

A partir de alli se han desarrollado varios modelos animales de crecimiento
tubular, para investigar los mecanismos involucrados en la progresion de la enfermedad
renal. El crecimiento en estos modelos puede ocurrir por hipertrofia como ocurre en la
uninefrectomia de animales adultos, la alimentacion con dietas altas en proteinas,
diabetes mellitus insulinodependiente, obstruccion unilateral, el embarazo, la
administracion de testosterona en hembras, etc. En contraste, la regeneracion del
epitelio tubular después de necrosis inducida por isquemia o quimicos nefrotoxicos, ha
sido aplicada como modelo de hiperplasia. Otros modelos como la uninefrectomia en
animales neonatales, la nefrectomia subtotal en animales adultos, la hipertension por
ligadura del rifidn, etc., combinan mecanismos tanto de hipertrofia como de hiperplasia.
(Fine, 1986) (Fine, et al., 1988) (Scherberich, et al., 1993) (Toback, 1992) (Wesson,
1989).

CICLO CELULAR

En los seres humanos, al igual que en todos los demas organismos multicelulares,
debe mantenerse un equilibrio u homeostasis entre el ritmo de produccion y el ritmo de

muerte celular. Una anomalia en cualquiera de ellos puede causar trastornos por
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acumulacion celular (hiperplasia, neoplasias, enfermedades autoinmunes, etc.) o por

pérdida celular (atrofia, enfermedades degenerativas, lesion isquémica, etc.).

En base a la frecuencia de proliferacion, los distintos tejidos o poblaciones

celulares del organismo adulto pueden clasificarse en:

e Poblaciones celulares estaticas: se componen de células que ya no se
dividen (neuronas del SNC) o que se dividen solo rara vez (células

musculares esqueléticas o cardiacas).

e Poblaciones celulares estables: células que se dividen de manera episddica
y con lentitud para mantener la estructura normal de los tejidos y drganos.
Pueden ser estimuladas por una agresion para tornarse mitéticamente mas
activas (cé€lulas musculares lisas, endoteliales, hepatocitos, renocitos,

fibroblastos, etc.).

e Poblaciones celulares renovables: son de renovacidn constante y actividad
mitdtica regular. Pueden ser de renovacion lenta (células epiteliales del
cristalino o fibroblastos de la pared uterina) o rapida (células sanguineas o

células epiteliales de la piel).

Por otro lado, la muerte celular puede producirse por necrosis, como resultado de
una accion lesiva (traumatismo fisico o quimico, carencia de oxigeno o accion de
toxinas) o por apoptosis o muerte celular programada, proceso del ciclo vital celular,

controlado genéticamente (Ross and Pawlina, 2007).

Para las poblaciones celulares proliferantes, incluidas las células embrionarias, las
células en los cultivos de tejidos y aun las c€lulas neoplésicas, el ciclo celular tiene dos
fases principales: mitosis e interfase. Las células que proliferan entran en el ciclo en Gl
seguido por la fase S donde ocurre la replicacion. Luego progresan a través de G2 y
entran en mitosis (fase M) la cual se subdivide en profase, metafase, anafase y telofase,

seguidas de citocinesis (division celular) (Ross and Pawlina, 2007).
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Las células eucariotas normalmente se encuentran en un estado quiescente
llamado GO. Para replicarse la célula se reincorpora a G1 y comienza a sintetizar los
factores necesarios para la futura progresion a través del ciclo celular, asi como a
incrementar su masa en preparacion para la subsecuente division. En G1 tardio hay un
punto de restriccion, “punto R”. Una vez que la célula atraviesa este punto, ya no es mas
responsable de sefiales extracelulares y completa el ciclo bajo el control de proteinas

reguladoras especificas del ciclo celular (Qu, et al., 2003).

Durante el ciclo hay dos puntos de particular importancia, llamados puntos de
control, uno antes de la transicion G1/S y el otro antes de la transicion G2/M. Estos
puntos de control bloquean la entrada al siguiente estadio, en caso de que el paso previo

no ha sido completado, o si la sefial es insuficiente para progresar (Swat, et al., 2004).

La transicion entre cada fase del ciclo celular es regulada secuencialmente, en un
tiempo preciso y en un orden bien definido, por la actividad quinasa de una holoenzima
compuesta por dos subunidades: ciclinas y ciclinas dependiente de quinasa (Cdk). Las
ciclinas tienen una vida media corta de 30 a 60 minutos y sus niveles fluctiian a través
del ciclo celular. En contraste, los niveles de las proteinas Cdk permanecen constantes.
Las Cdk son activadas por la union con las ciclinas. La entrada de las células
quiescentes (G0) en G1 temprana, requiere ciclinas del tipo D (D1, D2, D3) cuyos
niveles pueden ser incrementados por mitdogenos especificos tales como los factores de
crecimiento. Los niveles de ciclina D decrecen naturalmente al finalizar la mitosis o por
efecto de inhibidores de crecimiento tales como el interferén y el TGF B. La ciclina D se
asocia y activa a la Cdk4 y 6. En G1 tardia se incrementan los niveles de ciclina E que
se asocia y activa a la Cdk2 jugando un rol pivotal en la transicion G1-S. La induccién
de la ciclina E es menos dependiente de los factores de crecimiento exdgenos. Los
niveles de ciclina A que activa Cdk2, esencial para la sintesis de ADN, aumentan en G1
tardio, son maximos durante la fase S y persisten durante G2. Para la mitosis se requiere
la ciclina B, cuyos niveles fluctian debido a su sintesis y degradacion. La ciclina B-
Cdk2 (o factor promotor de mitosis: FPM) fosforila sustratos como las histonas H1,
laminina y nucleolina requeridas para la condensacion de los cromosomas, ruptura de la

envoltura nuclear y formacion del huso mitético. Después que se completa la mitosis, la
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ciclina B es degradada lo que lleva a la inactivaciéon del complejo y la Cdk2 es

finalmente desfosforilada (Shankland and Wolf, 2000).

Como se describe, el avance del ciclo celular es regulado, en parte, por la
desfosforilacion y activacion de ciclinas dependientes de kinasas. Estas reacciones son
catalizadas por la familia de fosfatasas Cdc25. El genoma mamaliano codifica tres
miembros de la familia: Cdc25A que esta presente y es activa en todos los estados del
ciclo celular y sus niveles hacen que la célula progrese desde la fase S a la mitosis,

Cdc25B y Cdce25C (que regulan G2/M) (Ferguson, et al. 2005).

Los inhibidores del ciclo celular son moléculas relativamente pequefias que se
unen a complejos especificos de ciclina-Cdk inhibiendo su actividad, lo que resulta en
un detenimiento del ciclo celular. Hay dos familias de inhibidores basados en la ciclina-
Cdk blanco. La familia INK4 que solo inhibe los complejos ciclina D-Cdk y su
expresion es requerida para mantener a las células en GO y la familia Cip/Kip que inhibe
Cdk 2, 4 y 6 ¢ incluye al p21, p27 (cuyos niveles son criticos en la diferenciacion
celular renal, apoptosis, proliferacion e hipertrofia) y al p57 (Shankland and Wolf,
2000) (Swat, et al., 2004).

Desde hace unos anos existe la tendencia a utilizar modelos cuantitativos para
examinar un numero de subprocesos especificos del ciclo celular como localizacion de
los puntos de control, apoptosis, sitios multiples de fosforilacion, control del
crecimiento y el tamafio celular, etc. Novak y Tyson llegaron a la generalizacion de que
el control molecular del ciclo celular es similar en todas las células eucariotas. También
simularon la respuesta fisiologica de las células a la inhibicion transitoria del
crecimiento para examinar el control en los puntos de restriccion (Novak and Tyson,

2004).

Otros autores han incluido en sus modelos la division celular, sosteniendo la idea
de que la célula debe alcanzar un cierto tamafio para que ocurran algunos de los
procesos regulatorios del ciclo celular (Csikasz-Nagy, et al., 2006) (Yang, et al.,
2006).
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En el trabajo de Yang y colaboradores, el modelo comienza con una célula en
estado estable (fase G0). La fase G1 se desencadena alrededor de 6 horas después de la
imposicion de mitdgenos y factores de adhesion. El ciclo celular inicial después de GO,
se prolonga mientras que la ARN polimerasa construye las cantidades apropiadas de
ARNr, ARNt y ADN polimerasa. En los ciclos celulares subsecuentes gran cantidad de
estas moléculas estan disponibles, lo que resulta en un crecimiento mas rapido y un
tiempo del ciclo mas corto. Asi la duracion del G1 inicial es de aproximadamente 24
horas, mientras que las fases G1 subsiguientes, duran aproximadamente 15 horas. A
partir de las 6 horas, el nimero de proteinas se incrementa y a los 2 dias sufre un
abrupto declinamiento, cuando la célula se divide. La primera replicacion de ADN
abarca desde, aproximadamente, las 31.2 horas (G1/S) hasta aproximadamente, las 38,4

horas (S/G2) (Yang, et al., 2011).

CRECIMIENTO RENAL

Durante el desarrollo, el crecimiento del rifion se debe a un incremento en el
nimero de células epiteliales tubulares y glomerulares, seguido de un aumento
fisiologico en el tamafio celular. Asi, el tamafio del rindn depende finalmente del
numero y del tamafio individual de las células (Conion and Raff, 1999). El nimero
celular refleja el balance entre proliferacion y apoptosis (Savill, 1997). En contraste con
otros organos como los del tracto gastrointestinal, en el rifion adulto bajo circunstancias
fisioldgicas normales hay muy poco recambio celular, pero en condiciones patoldgicas
la proliferacion glomerular y tubular puede incrementarse (Pabst and Sterzel, 1983)

(Prescott, 1966) (Schmitt and Cantley, 2008).

El nlimero y el tamafio de las células pueden variar después de varias formas de
injuria renal patologica. Por ejemplo, la apoptosis se incrementa después de la
obstruccion ureteral y la necrosis tubular aguda estd asociada inicialmente con un
decrecimiento en el nimero de células epiteliales (Lieberthal and Levine, 1996).
Ciertas formas de injuria renal tales como la nefropatia diabética y la reduccion del
numero de nefronas estan asociadas con un incremento individual en el tamafio celular

por hipertrofia (Hostetter, 1995) (Preisig and Franch, 1995). Dependiendo entonces
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del tipo de injuria renal, la proliferacion, hipertrofia y apoptosis pueden contribuir al
desarrollo de la respuesta a las enfermedades glomerulares y tubulointersticiales. Estos
procesos estan regulados a nivel del ciclo celular (Nasmyth, 1996) (Norbury and

Nurse, 1992).

La proliferacion requiere de una progresion normal a través del ciclo celular. La
transicion desde G1 tardio a la fase S resulta en la sintesis de ADN. La detencion en G1
resulta en quiescencia o hipertrofia. La hipertrofia es un proceso activo definido como
agrandamiento celular debido a un incremento en el contenido de proteinas y ARN, sin
duplicacion de ADN. Requiere la entrada en el ciclo celular sin progresion a través de la
fase S (Fig. 1), lo cual explica por qué la hipertrofia y la proliferacion son excluyentes
en la misma célula. Asi, ciertos factores de crecimiento, hormonas, matriz extracelular,
fuerzas mecénicas, hiperglucemia, etcétera, que inducen hipertrofia facilitan la entrada
en el ciclo celular. La hipertrofia en las células epiteliales renales puede ocurrir por
mecanismos dependientes o independientes del ciclo celular. La dependiente del ciclo
celular involucra sefnales que causan que la célula entre en G1 pero que se detenga antes
de dejar esta fase, mientras que la independiente probablemente involucra inhibicion de
algunas enzimas lisosomales, lo que conduce a un decrecimiento de la degradacion de

proteinas y consecuentemente a un incremento en su contenido.
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Injuria

l

Entrada en el ciclo celular
(Proteinas + sintesis de ARN)

Inhibidores de Cdk
/ \/ (p21, p27, p57)

Progresion del ciclo celular G1/S
v v
Sintesis de ADN No hay sintesis de ADN
v v
Proliferacion HIPERTROFIA

Fig. 1: La progresion a través del ciclo celular conduce a la sintesis de ADN y a la proliferacion celular.
Factores hipertroficos tales como ANG 11, TGF B y glucosa, incrementan los niveles de los inhibidores
Cdk, lo cual causa detenimiento del ciclo celular en Gl, previniendo la sintesis de ADN. Esto esta
asociado con un incremento en el contenido de proteinas, ARN y del tamafio celular (hipertrofia)
(modificado de Shankland and Wolf, 2000).
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En contraste a los cambios relativamente bien establecidos en las células
epiteliales e intersticiales después de la reduccion de la masa renal, los cambios seriales
que pueden ocurrir en los capilares renales, son menos conocidos. Pillebout y
colaboradores demostraron que en ratones adultos hay un incremento de la red de
capilares peritubulares después de la reseccion del 75 % del rifién, correlacionado con la
tasa de proliferacion celular y la severidad de las lesiones tubulares (Pillebout, et al.,
2001). Varios autores han encontrado un aumento en la proliferacion de las células
endoteliales de los capilares peritubulares y glomerulares en el rifion remanente en las
primeras semanas después de la nefrectomia, mientras que en las semanas subsiguientes
se produjo una progresiva pérdida de capilares en estas dos zonas (Bohle, et al., 1996)
(Kang, Anderson, et al.,, 2001) (Kang, Joly, et al., 2001) (Ohashi, et al., 2000)
(Thomas, et al., 1998).

Las diferencias entre los resultados obtenidos por los distintos autores, pueden
deberse a que los cambios en los capilares peritubulares después de la reduccion renal
son modulados por distintas causas como, la especie y la edad bajo estudio, la extension
y el origen de la reduccion néfrica, el tiempo posterior a la injuria, el grado de fibrosis
y/o de proliferacion tubular (Anderson, et al., 1985) (Griffin, et al., 1994) (Hostetter,
et al., 1981) (Kim, et al., 2003) (Olivetti, et al., 1977) (Terzi, et al., 2000) (Waldherr
and Gretz, 1988) (Yoshida, et al., 1989).

FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR (VEGF)

La reparacion capilar es un evento crucial en la recuperacion del dafio renal y el
VEGF juega un rol importante en la proliferacion endotelial. También es conocido
como factor regulador de la permeabilidad vascular, funcion que cobra importancia en
la inflamacion y otros procesos patologicos, como por ejemplo, la penetracion de las
células tumorales en la red vascular, lo que resulta en metastasis (Karamysheva, 2008)

(Masuda, et al., 2001).

La familia del VEGF tiene siete miembros que ejercen su efecto bioldgico via
interaccion con receptores localizados en las membranas de las células endoteliales. La

neovascularizacién post natal o angiogénesis, ha sido previamente considerada el
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resultado exclusivo de la proliferacion, migracion y remodelacion de células
endoteliales completamente diferenciadas, derivadas de vasos sanguineos preexistentes,
mientras que la vasculogénesis estd restringida a la embriogénesis. La angiogénesis
comienza con activacion de las células endoteliales dentro del vaso, seguida por
disrupcion de la membrana basal y la subsiguiente migracion de las células endoteliales
dentro del espacio intersticial, en direccion a un estimulo isquémico. Concomitante y/o
subsecuentemente a la proliferacion endotelial aparece el lumen y el recubrimiento de
pericitos. La formacion de la membrana basal, completa la secuencia (Losordo and

Isner, 2001) (Ribatti and Crivellato, 2012).

El VEGF-A juega un rol principal tanto en la vasculogénesis como en la
angiogénesis. Se une y activa al receptor del factor de crecimiento del endotelio
vascular tipo 1 (VEGFR1) y tipo 2 (VEGFR2). Los subtipos més importantes del
VEGF- A en humanos son el de 121, 165, 189 y 206 aminoacidos. El 165 es el subtipo
dominante en términos de cantidad y actividad biologica. Ha sido demostrado que los
ratones expresan VEGF 120. El VEGF-B y el PIGF (factor de crecimiento placentario)
se unen y activan solo al VEGFRI y su actividad angiogénica es alrededor de 10 veces

mas débil que la del VEGF-A. El VEGF-C y el VEGF-D se unen al VEGFR3 e inducen

linfangiogénesis. El VEGF-E (también conocido como Orf VEGF) es codificado por el
genoma del virus Orf. La t.f. (Trimeresurus flavoviridis) sv VEGF es una proteina
semejante al VEGF purificada del veneno de la serpiente Habu que vive en el sur de
Japon (“Habu-toxin”). Todos los miembros de la familia, excepto el VEGF-E y VEGF

sv, son codificados por el genoma mamaliano (Karamysheva, 2008) (Shibuya, 2008).

En el riién normal, el VEGF se expresa en los podocitos glomerulares y en las
células tubulares, especialmente en la médula externa y rayos medulares. Es esencial
para la normal nefrogénesis y la glomerulogénesis, pero también ha sido implicado en la
patogénesis de la disfuncion renal temprana y en la hipertrofia glomerular en la diabetes
experimental (Berse, et al., 1992) (De Vriese, et al., 2001) (Kim, et al., 2000)
(Kitamoto, et al., 1997) (Schrijvers, et al., 2002) (Simon, et al., 1995).

Aunque la mayoria de los estudios han encontrado receptores de VEGF

exclusivamente expresados en las células endoteliales en el riiéon adulto, algunos
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reportes indican que las células mesangiales y tubulares pueden expresarlos bajo ciertas

condiciones (Kanellis, et al., 2000) (Simon, et al., 1995) (Thomas, et al., 2000).

El VEGF es estimulado por cambios hemodindmicos, incluyendo hipoxia, estrés e
hipertension. Ademas, algunos factores angiogénicos son sintetizados dentro del rifion y
la expresion de varios de ellos como el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y la endotelina son sobre regulados
en varias condiciones experimentales y nefropaticas humanas (Ferrara, 1999 a)

(Ferrara, 1999 b) (Pillebout, et al., 2001) (Pupilli, et al., 1999).

El mantenimiento de los capilares peritubulares es esencial para proveer oxigeno y
nutricion a las células tubulares e intersticiales. Ha sido reportado que la pérdida de
capilares que ocurre en la fase tardia de varios modelos de enfermedad renal conduce a
hipoxia, lo que incrementa los niveles de trascripcion de ARNm VEGF (Bohle, et al.,
1996) (Fine, et al., 2000) (Kang, Joly, et al., 2001) (Matsumoto, et al., 2003). La
hipoxia puede inducir injuria celular tubular e intersticial, proliferacion activa y
generacion de citoquinas (Manotham, et al., 2004 a) (Norman, et al., 2000). La
neoangiogénesis es una respuesta comin a la hipoxia crénica ya que ésta puede
estimular la proliferacion endotelial de los capilares peritubulares (Kang, Joly, et al.,
2001) (Manotham, et al., 2004 b) (Rosenberger, et al., 2003). La region mas
susceptible a la hipoxia es la region yuxtamedular y la médula exterior. Los tibulos en
esta region estan normalmente en un estado cercano a la hipoxia, debido a la circulacion
en contracorriente y a una alta demanda de oxigeno de los tibulos ascendentes delgados
de la médula y los segmentos S3 de los tiibulos proximales (Epstein, et al., 1994). Una
modesta reduccion en el flujo puede conducir a empeorar la hipoxia en esta region

(Saga, et al., 2001) (Zheng, et al., 1998).

Esta diferenciacion zonal es debida a que las caracteristicas ultra estructurales del
tubulo proximal no son idénticas en todo su recorrido. El segmento S1 ocupa las
porciones iniciales de la regiéon contorneada, sus células son las mas altas, presentan
complicadas interdigitaciones y poseen mas vacuolas y mitocondrias. El segmento S2
surge por transformacion gradual del anterior y ocupa la parte distal de la porcion

contorneada y la inicial de la porcion recta. Sus células son mas bajas, con
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interdigitaciones basolaterales menos desarrolladas, mitocondrias més pequefias y en
menor numero. El segmento S3 abarca el resto de la porcidon recta y presenta células
cuboides, con muy pocas interdigitaciones y mitocondrias, pero con las

microvellosidades mas largas (Eynard, et al., 2008).

Otro hecho a tener en cuenta es el grado de inflamacién. Choi y colaboradores
demostraron que la expresion del VEGF estd inversamente relacionada con el grado de
inflamacion tabulointersticial, por ejemplo en la nefritis cronica humana, se mantiene en
los tubulos hipertréficos pero desaparece en los atréficos (Cheoi, et al., 2000). Como
ocurre en el envejecimiento del rifién, en el rifion remanente y en el rechazo crénico de
trasplante renal, la pérdida de la expresion tubular de VEGF se correlaciona con la
severidad de la pérdida de los capilares peritubulares, paralela a una reduccion de la
proliferacion de las células endoteliales. Se produce ademas una pérdida de VEGF
relacionada con sitios de infiltracion de macréfagos (Grone, et al., 1995) (Kang,

Anderson, et al., 2001) (Kang, Joly, et al., 2001) (Shulman, et al., 1996).

La observacion de que la enfermedad renal progresiva, tanto experimental como
humana, estd asociada con pérdida capilar y reduccion de la expresion de VEGF, lleva a
la posibilidad de que el reemplazo del VEGF pueda mantener la microvasculatura y por
lo tanto disminuir la progresion de la enfermedad. Por ejemplo, se observd que la
administracion del VEGF protegio a los animales de la pérdida capilar peritubular pero
no se demostr6 ningin efecto sobre la expresion del VEGF enddégeno en el rindn
remanente, o en el rifidon de ratas intactas (Kang, Hughes, et al., 2001) (Kang, Joly, et
al., 2001). También se demostré que el VEGF juega un rol mayor en la respuesta
compensatoria renal después de la uninefrectomia, debido a que el tratamiento con
VEGF-ab bloqueod parcialmente el crecimiento renal, sin afectar el peso corporal o el

consumo de alimento (Flyvbjerg, et al., 2002).

RITMOS CIRCADIANOS

Los sistemas biologicos cambian ritmicamente y el organismo es bioquimicamente

diferente en cada tiempo de un periodo circadiano, en concordancia con cada fase del
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ciclo celular. Consecuentemente, puede reaccionar al mismo estimulo en una forma
diferente en cada tiempo del dia. Diferentes autores han reportado ritmos circadianos de
actividad mitdtica y de la sintesis de ADN de diferentes poblaciones celulares
(Errecalde and Echave Llanos, 1993) (Ruby, et al., 1973) (Scheving, 1981)
(Sigdestad, et al., 1969). Nuestro grupo de trabajo describi6 ritmos circadianos en la
actividad mitdtica de hepatocitos, enterocitos, sialocitos de la glandula submandibular,
células epiteliales de la mucosa de la lengua y de los tiibulos proximales y distales de la
corteza renal de ratones, con valores maximos a las 12:00 horas y valores mas bajos
entre las 00:00 y 04:00 horas (Echave Llanos, et al., 1971) (Errecalde, et al., 1995)
(Inda, et al., 1997) (Inda, et al., 1999). Otros autores, al estudiar el crecimiento renal
utilizando la sintesis de ADN como parametro, han demostrado su valor méximo entre
las 21:00 y las 04:00 horas (Burns, et al., 1972) (Pardee, 1974) (Pilgrim, et al., 1963)
(Sigdestad, et al., 1969).

La division celular en muchos tejidos de mamiferos estd asociada a momentos
especificos del dia. Por ejemplo, en el higado de raton en regeneracion, el reloj
circadiano controla la expresion de genes relacionados al ciclo celular que modulan la
expresion del regulador clave de la mitosis, el complejo ciclina B1- Cdk2 (Matsuo, et

al., 2003).

Las variaciones diarias en las funciones bioldgicas, tales como expresion génica y
sintesis proteica, son factores importantes a tener en cuenta para aumentar los efectos de
una droga administrandola en el momento del dia en que va a ser mas efectiva y/o mejor
tolerada. En los mamiferos, el responsable de adaptar las funciones fisioldgicas
endogenas a los factores medioambientales ciclicos, como la luz, temperatura y
comunicacion social, es el nicleo supraquiasmatico, ubicado en el hipotalamo anterior.
(Koyanagi, et al., 1997) (Koyanagi, et al., 2003) (Moore and Eichler, 1972) (Ohdo,
et al., 2001).

Ha sido estudiado que la concentracion plasmatica del VEGF en humanos muestra
fluctuaciones circadianas, con un pico a la noche y un decrecimiento durante el dia. En
roedores, con actividad nocturna, estos valores se incrementan durante el periodo de

descanso (Endo, et al., 2002). Se encontr6 que en células tumorales implantadas en
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ratones, los niveles de ARNm VEGF exhiben una oscilacion circadiana, subordinada a
la dominancia ejercida por el reloj central del animal huésped (Koyanagi, et al., 2003)

(Pando, et al., 2002).

Conjuntamente, durante algunos procesos regenerativos, por ejemplo después de
la hepatectomia parcial en ratas y ratones, la expresion de ARNm VEGEF esta temporal y
espacialmente relacionada a la proliferacion (Ferrara and Davis-Smith, 1997).
Nuestro grupo de trabajo observo que en el higado remanente la expresion de VEGF de
los hepatocitos perivenulares comienza a incrementarse a las 26 horas de la
hepatectomia parcial, mientras que la sintesis de ADN vy la actividad mitética alcanzan
su maximo nivel a las 42 y a las 50 horas pos hepatectomia, respectivamente (Furnus,

et al., 2003).

DIFERENCIAS DE SEXO

Estudios en humanos reportan que los niveles de VEGF en el plasma varian a lo
largo del ciclo menstrual en la mujer. De forma andloga, en el ciclo de fertilidad de
ratones los niveles de VEGF en el tejido mamario normal son mas elevados en el estro,
mientras que en tumores mamarios fueron mayores durante el proestro (Wood, et al.,
2005). El estro y los ciclos circadianos afectan el balance huésped-cancer y estan
fisiologicamente ligados. Existe una coordinacion circadiana de los eventos del ciclo
estral, por ejemplo la ovulacion se produce en el estado de actividad. Lesiones en el
reloj circadiano de ratones, ratas y hamster hembras afectan el ciclo reproductivo
(Brown-Grant and Raisman, 1977). Se ha demostrado que la remodelacion de vasos,
esencial para el crecimiento de las neoplasias, también es modulada sustancialmente por

los ciclos circadianos y estrales (Wood, et al., 2005).

Estudios clinicos y modelos animales experimentales, sugieren que las hembras
estan relativamente protegidas de un nimero de nefropatias progresivas. La tasa de
progresion de la enfermedad renal crénica es mas rapida en hombres que en mujeres,
independientemente de otros factores de riesgo, tales como presion sanguinea sistémica
o niveles de lipidos en el suero (Ishikawa, et al., 2000) (Neugarten, et al., 1999)
(Neugarten, et al., 2000) (Seliger, et al., 2001) (Silbiger and Neugarten, 1995). En
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donantes para transplante renal y en animales con un solo rifion, también se ha
reportado que el sexo masculino tiene una mayor tasa de desarrollo de proteinuria y
hematuria comparada con el femenino (Anderson, et al., 1985) (Baylis and Wilson,

1989) (Hakim, et al., 1984) (Liu, et al., 1992) (Miller, et al., 1985).

Los mecanismos potenciales para la proteccion relacionada al sexo femenino
incluyen diferencias renales como, menor niimero y tamafio de los glomérulos y efectos
de los estrogenos sobre la sintesis y liberacion de sustancias vaso activas, factores de
crecimiento y citoquinas (Dubey and Jackson, 2001) (Silbiger and Neugarten, 1995).
Las hembras tienen rifiones mas pequefios que los machos, lo cual puede tener una
relacion directa entre el crecimiento del rifion y el riesgo de falla renal. Las diferencias
sexuales secundarias son producidas por los esteroides gonadales y es posible que estas
hormonas influencien también al rifién. Ha sido sugerido que los andrdgenos, conocidos
por promover el agrandamiento renal, son determinantes en un nimero de condiciones
clinicas y experimentales, como en el rifion remanente (Baylis, 1994) (Cohen and
Rosenmann, 1984) (Muller, et al., 1999) (Reckelhoff, 2005) (Reckelhoff and Baylis,
1993) (Reckelhoff, et al., 1999) (Reckelhoff, et al., 2000) (Remuzzi, et al., 1988). No
esta claro si la presencia de testosterona, la ausencia de estrogenos o ambas situaciones
se unen para producir las diferencias sexuales en la progresion de las enfermedades
renales. Existen indicaciones de que las hormonas sexuales tienen distintos efectos
segin las regiones del riiéon y posiblemente también durante el crecimiento

compensatorio después de la uninefrectomia (Kwan, et al., 1996) (Oudar, et al., 1991).

Existe evidencia de que los estrogenos pueden jugar un rol beneficioso en
enfermedades vasculares y en el rinén (Dubey and Jackson, 2001) (Kang, et al., 2004)
(Reckelhoff, 2005) (Schnaper, 1999). El suministro de estradiol en el modelo del rifidon
remanente de rata hembra reduce la proteinuria y disminuye la injuria tubulointersticial
y glomerular (Antus, et al., 2003). El estradiol induce la proliferacion y migracion
endotelial mediada por el receptor de estrogeno expresado por las células endoteliales
(Kim-Schulze, et al., 1996) (Losordo and Isner, 2001) (Morales, et al.,, 1995)
(Venkov, et al., 1996). Ha sido demostrado que, mas alld del eje neuroendocrino del
tracto reproductivo, el rifion es el 6rgano mas regulado por el receptor de estrogenos

tipo a en el raton (Jelinsky, et al., 2003). La falta de receptor de estrégenos tipo o en
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hembras estd asociada con un reducido crecimiento renal compensatorio, probablemente
via supresion de la proliferacion tubular (Sun, et al., 2006). Los estrogenos ademas,
podrian regular la expresion de VEGF en las células tubulares renales, preservando la
microvasculatura e inhibiendo la remodelacion macro vascular patoldgica en ratas

hembras (Losordo and Isner, 2001).

Otro mecanismo indirecto para explicar la mayor expresion del VEGF en
hembras, esta relacionado a la pérdida de infiltracion macrofagica en estos animales. Se
ha reportado que la pérdida de expresion del VEGF por los podocitos y células
tubulares, en modelos de enfermedad renal progresiva, esta fuertemente relacionada con
la infiltracion macrofagica. In vitro, las citoquinas asociadas con los macréfagos inhiben
la expresion de ARNm VEGF vy la secrecion de proteinas por las células tubulares
renales. Por lo tanto, la menor infiltracion macrofagica puede explicar la mayor
preservacion de la expresion tubular del VEGF en ratas hembras (Kang, Joly, et al.,

2001).

Otro hallazgo fue que el estradiol incrementa la sintesis y expresion del VEGFR2
responsable de la proliferacion y migracion de las células endoteliales microvasculares,
mediada por VEGF (Suzuma, et al., 1999) (Zeng, et al., 2001). En conclusion, los
cambios vasculares intra renales con expresion diferencial del VEGF y sus receptores
pueden ser uno de los mecanismos de mejor prondstico renal en ratas hembras. Estos
efectos pueden ser mediados directa o indirectamente por el estradiol (Kang, et al.,

2004).

En el modelo del rifion remanente en roedores, el nimero de nefronas es
repentinamente reducido por ablacion quirtrgica, lo que dispara eventos moleculares y
celulares que promueven el crecimiento compensatorio de las nefronas remanentes.
Durante el crecimiento renal compensatorio después de una nefrectomia unilateral,
ocurre una proliferacion transitoria en las células tubulares y endoteliales peritubulares,
generalmente asociada con degeneracion a largo término del rifidén remanente.
(Flyvbjerg, et al., 1988) (Flyvbjerg, et al., 1999) (Schmitz, et al., 1989) (Seyer-
Hansen, 1978).
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Hay diferentes mecanismos que inician el crecimiento compensatorio renal
temprano, dependiendo de la edad y del sexo (Mulroney, et al., 1991) (Mulroney, et
al., 1996). La funcion renal y el crecimiento compensatorio en ratas hembras son bien
preservados después de la nefrectomia unilateral, pero hay una mayor incidencia de
gloméruloesclerosis a una edad joven, posiblemente debido a una mayor tasa de
crecimiento del rifion remanente, comparado con el de los adultos (Mulroney, et al.,

1999) (Nagata, et al., 1992) (Okuda, et al., 1988).

Asi, precisar la distribucion del VEGF y la proliferacion celular en los
compartimientos tubulares de la corteza y de la médula externa del rinén adulto normal
y después de la nefrectomia unilateral, teniendo en cuenta las potenciales diferencias
sexuales y circadianas podria ayudar a dilucidar los mecanismos por los cuales ocurren

los dafios funcionales y del parénquima en la enfermedad renal y en los trasplantes.
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HIPOTESIS

Durante el crecimiento compensatorio renal temprano, siguiente a la nefrectomia

unilateral en ratones adultos, la expresion de VEGF y la proliferacion de las células

tubulares aumentan y presentan diferencias zonales, sexuales y temporales.

OBJETIVO GENERAL

v' Estudiar la expresion del VEGF vy la sintesis de ADN en las células epiteliales

tubulares del rifion de ratones adultos después de una nefrectomia unilateral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Establecer el grado de correlacion temporal entre la expresion de VEGF vy la

sintesis de ADN en las células tubulares de la corteza y de la médula externa del

rifion de ratones machos y hembras intactos, durante un periodo circadiano.

v" Analizar y comparar la expresion del VEGF y la sintesis de ADN de las células

tubulares de la corteza y de la médula externa del riién de ratones machos y

hembras, en distintos tiempos posteriores a una nefrectomia unilateral.



MATERIAL
Y
METODOS
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ANIMALES

Se utilizaron ratones machos 'y
hembras, de la cepa C3HS, de 90 dias de
edad, endocriados y estandarizados para
analisis de
periodicidad. Al
cumplir los 75

dias de edad los

machos y las I | l ,
hembras se colocaron en cuartos de ritmos separados, en
cajas individuales, con agua y comida ad libitum (dieta

balanceada con 25 % de proteinas), bajo un régimen de

iluminacién con luz fluorescente de 40 W (de 06:00 a 18:00
horas, alternando con 12 horas de oscuridad), a una temperatura de 22 + 2 °C (Halberg,
et al.,, 1958) (Vilchez and Echave Llanos, 1971). De esta manera se establecido un
ritmo alternado de oscuridad-actividad e iluminacion-reposo y se sincronizaron las

variables bajo estudio.

TECNICA DE CIRUGIA

La nefrectomia unilateral izquierda se
realiz6 a las 10:00 horas, bajo anestesia con
Ketamina (0,06 mg/25 g de peso corporal) y
Diazepéan (0,03 mg/25 g de peso corporal), via
intraperitoneal. Se colocd el animal en decubito
dorsal y se realizd una incision en la region
subcostal izquierda de 1,5 a 2 cm. Se separd el
rinon del resto de los organos y se ligd el uréter,

junto con el paquete vasculo-nervioso. Se corto el
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pediculo renal por encima de la ligadura
y se extirpo el rifion. Finalmente se
suturd con hilo de algodon. Luego se les
inyectd6 Tramadol Clorhidrato (0,03
mg/25 g de peso corporal) como
analgésico y se colocaron sobre una
almohadilla térmica hasta su
recuperacion, momento en el cual fueron
trasladados nuevamente al cuarto de

ritmos donde se mantuvieron en cajas

individuales, bajo condiciones de estandarizacion para andlisis de periodicidad, hasta el

momento del sacrificio.

TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

Los rifiones derechos extraidos después del sacrificio, seccionados en forma
longitudinal, se fijaron en formol tamponado durante 24 horas. Luego se deshidrataron
mediante un tren de alcoholes de concentracidon creciente, se aclararon con xilol y se
incluyeron en parafina. Se cortaron con micrétomo de deslizamiento (aproximadamente

5 um de espesor) y se montaron sobre portaobjetos silanizados (Silane, Sigma) (Fig 2).
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Corteza

Médula externa _

| Jr—

(A) Diagrama que muestra una nefrona
superficial y otra yuxtamedular. TCP:
tubulo contorneado proximal; TRP: porcion
recta del tibulo proximal. El segmento en
amarrillo representa al sector S1, la porcion
en marro6n corresponde al S2 y la naranja al
segmento S3 del tabulo proximal; TCD:
tibulo contorneado distal; TRD: tubulo
recto distal;, TCC: tabulo colector,
segmento cortical; TCME: ttibulo colector,
segmento medular externo; TCMI: tabulo
colector segmento  medular interno
(modificado de Eynard, et al., 2008).

(B) Foto del corte longitudinal de un rifion
de ratén (10 X H & E)

Médula interna
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e Técnica para la inmunomarcacion del VEGF

Los cortes histologicos obtenidos se sumergieron en xilol para su desparafinado,
se rehidrataron con alcoholes de concentracion decreciente y se lavaron con Tris buffer
(TBS) a pH 7.4. Luego del bloqueo de la peroxidasa endégena, se recuperd el epitope
mediante calor (Cattoretti, et al., 1993) (Shi, et al.,, 1991). Los cortes se lavaron
nuevamente con TBS y se colocaron en cajas plasticas conteniendo 250 ml. de buffer
citrato de 0.01 M, pH 6, dentro de un horno a microondas, con plato giratorio, a 750 W
durante 10 minutos (2 x 5 minutos). Las cajas se rellenaron con agua destilada luego de
cada ciclo, para mantener la concentracion del buffer. Luego de la exposicion al
microondas, los preparados se enfriaron en la misma solucion durante 20 minutos
(Battifora, et al., 1995), se lavaron con TBS y se incubaron con el anticuerpo primario
VEGF (C-1): sc-7269, monoclonal de raton IgG2a (Santa Cruz Biotechnology.
California USA) recomendado para la deteccion de las variantes 189, 165 y 121
aminodacidos de origen humano de rata y raton, a una dilucion de 1/40 en una camara
hiimeda durante 1 hora, a temperatura ambiente. Se utilizé el Sistema Envision (DAKO,
Carpinteria, California, USA) como sistema de deteccion. La reaccidon se reveld con
3’3-diaminobenzidina (Sigma). Los cortes se contrastaron con Hematoxilina de Meyer y

se montaron con un cubreobjetos.

e Técnica inmunohistoquimica de Bromodeoxiuridina:

A cada animal se le inyectd, intraperitonealmente, una solucion de 5-
bromodeoxiuridina (Sigma) en dosis equivalente a 50 mg/Kg de peso corporal, 1 hora
antes del sacrificio. A los cortes obtenidos se les realizo el desparafinado mediante la
inmersion de los portaobjetos en xilol y luego se hidrataron utilizando un tren de
alcoholes de concentracion decreciente. Los cortes hidratados se sometieron al
tratamiento en microondas (2 x 5 minutos, 750 W) en buffer citrato, pH 6, para la
recuperacion antigénica. Una vez enfriados se lavaron en Tris y se sumergieron en una
solucion de agua oxigenada (20 vol.) al 3 % para bloquear la peroxidasa enddgena y asi
evitar la marcacion inespecifica. Se incubaron con el anticuerpo primario (Bu 20a,

1/100, Dako) durante 1 hora en camara humeda a temperatura ambiente. Terminada la
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incubacidn se volvieron a lavar en Tris y se utilizé el Sistema Envision (Dako) como
sistema de deteccion, durante 30 minutos a temperatura ambiente y en cadmara humeda.
Se lavaron con Tris y se realizé el revelado con 3’3-diaminobencidina (Sigma). Por
ultimo se les realiz6 una coloracion suave de contraste con Hematoxilina de Meyer para

facilitar la observacion de los nucleos y se los mont6 con un cubreobjetos.

CUANTIFICACION DE LOS RESULTADOS

Para establecer el indice de expresion |
del VEGF en la corteza de cada preparado
histologico se controlaron 50 campos,
aproximadamente 4000 células epiteliales de
los tubulos contorneados proximales (TCP) y
distales (TCD), con 1000 aumentos. En cada
campo se registraron las células marcadas y
cada 10 campos, las células totales. Mediante
la formula: células marcadas x 100 / células totales se calculo el porcentaje de células

marcadas. Los resultados se expresan como X = ESM (n), para cada grupo.

Para establecer el indice de
expresion del VEGF en la médula
externa, de cada preparado
histologico se controlaron 50

campos, aproximadamente 4000

células epiteliales de la porcion
recta de los tiibulos proximales (TRP) y distales (TRD) con 1000 aumentos. En cada
campo se registraron las células marcadas y cada 10 campos, las células totales.
Mediante la formula: células marcadas x 100 / células totales se calculo el porcentaje

de células marcadas. Los resultados se expresan como X = ESM (n), para cada grupo.
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Para establecer el indice de ADNs, en cada

preparado histologico, se analizaron 50 campos de la [ “ & g ;“a
corteza, aproximadamente 4000 nicleos de las células | e % ) v " & o 7
epiteliales de los tubulos contorneados proximales y | — 0 A " =
distales (TCP y TCD) y 50 en la médula externa, T(ED ;rCP. ;9': < ‘}
aproximadamente 4000 nucleos de las células : b ‘ :‘“ # - _*\ :‘\ .
epiteliales de la porcion recta de los tiibulos proximales 590 b :‘9 A ...s

y distales (TRP y TRD) con 1000 aumentos. [ 5 '8 .%i *“"i

A -

En cada campo se registraron los nucleos

T ,
a8 R T = "= B marcados y cada 10 campos, los nucleos totales.
| £ 4 - B , _
@ ' ARBE® ~ B Mediante la formula: niicleos marcados x 100 /
BT e A
s Wy " g L nucleos totales se calcul6 el porcentaje de nucleos
.- i i
\ t > ® S marcados. Los resultados se expresan como X +
v i i Tl 4 ESM (n), para cada grupo.
3 .- . % @ &
| 3 o "‘. >
a 2 o

TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizaron:

®,

& “t-test” de Student: para comparar las medias entre dos grupos.

% ANOVA (analisis de la variancia): para comparar mas de 2 medias. Cuando de
la aplicacion de este test resultdé que la variacidbn entre las medias era
significativamente mayor que la esperada por el azar, utilizamos el post-test de
comparaciones multiples de Tukey-Kramer (Garcia Torrecillas, et al., 2008)

(Rodriguez del Aguila and Fernandez Sierra, 1998).

En todos los casos se consideran significativas las diferencias de p < 0,05.

4 .
¥ .y
I j.. AU - .‘\ ;’:,“’ B
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DISENO EXPERIMENTAL

Experimento I: estudio de la expresion del VEGF en las células tubulares de la
corteza y de la médula externa del rifion de animales intactos, durante un periodo

circadiano.

Se utilizaron 36 ratones machos y 36 hembras, divididos en grupos de 6 animales
cada uno, respectivamente. Se sacrificaron por decapitacion y sangria en los siguientes
puntos horarios: 0:00, 04:00, 08:00, 12:00, 16:00 y 20:00 horas. En cada animal se
extrajo el rindn derecho que fue procesado para la técnica inmunohistoquimica del

VEGF.

Experimento II: estudio de la sintesis de ADN en las células tubulares de la corteza
y de la médula externa del rifion de animales intactos, durante un periodo

circadiano.

Se utilizaron 38 ratones machos y 38 hembras, divididos en grupos de 6 animales
cada uno, respectivamente. Se sacrificaron por decapitacion y sangria en los siguientes
puntos horarios: 0:00, 04:00, 08:00, 12:00, 16:00 y 20:00 horas, previa inyeccion 1 hora
antes, de 5- bromodeoxiuridina en dosis equivalente a 50 mg/Kg de peso corporal. En
cada animal se extrajo el riidn derecho que fue procesado para la técnica

inmunohistoquimica de Brdu.

Experimento III: estudio de la expresion del VEGF en las células tubulares de la
corteza y de la médula externa del rifién, a las 50 horas y a los 7 dias posteriores a

la nefrectomia.

Se utilizaron 12 ratones machos (con un peso promedio de 26 gramos) y 12
hembras (con un peso promedio de 22,2 gramos), los que se sometieron a una
nefrectomia unilateral (Nx). Los animales, divididos en grupos de 6, se sacrificaron por
decapitacion y sangria a las 50 horas o a los 7 dias posteriores a la cirugia. En cada
animal se extrajo el rifion derecho que fue procesado para la técnica

inmunohistoquimica del VEGF.
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Experimento IV: estudio de la sintesis de ADN en las células tubulares de la
corteza y de la médula externa del rifion, a las 50 horas y a los 7 dias posteriores a

la nefrectomia.

Se utilizaron 14 ratones machos (con un peso promedio de 28,6 gramos) y 14
hembras (con un peso promedio de 23 gramos) los que se sometieron a una nefrectomia
unilateral (Nx). Los animales se sacrificaron por decapitacion y sangria a las 50 horas o
a los 7 dias post cirugia, previa inyeccion intraperitoneal (1 hora antes) de una solucion
de 5- bromodeoxiuridina, en dosis equivalente a 50 mg/Kg de peso corporal. En cada
animal se extrajo el rifdon derecho que fue procesado para la técnica

inmunohistoquimica de Brdu.
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EXPERIMENTO I

Estudio de la expresion del VEGF
en las células tubulares de la
corteza y de la médula externa del
riion de animales intactos,

durante un periodo circadiano.
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TABLA 1
Valores de expresion del VEGF en las células
tubulares del rifion de ratones machos intactos,
a lo largo de un periodo circadiano

Hora del dia | Corteza | Médula ”.tS'-:lifiZ:lI:e
0.7+0.1 1 02+0.2
00:00 (©6) ©) %
04-00 1.6(£6c)1 .0 0.5(:2)0.2 ns
08.00 1.0(£6c)1 .0 0.9(2)0.6 ns
12.00 0.7(£6c)0.7 0.4(2)0.4 ns
16:00 1.3(£6c)0.8 2.3(2)1.5 ns
20:00 3.5(£6c)0.2 4.9(2)1.4 s
ANOVA * =

* : diferencias significativas

ns: diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 1

% Cuando comparamos los valores de expresion del VEGF con el “t-test” de
Student entre las dos zonas, en el mismo punto horario, se observa que a las
00:00 horas, los valores de la corteza son significativamente mayores que los de

la médula (p< 0,05).

¢ Cuando comparamos los valores de expresion del VEGF con ANOVA se
observan diferencias significativas entre los valores de los distintos puntos
horarios, en las dos zonas. De la aplicacion del post test de Tukey-Kramer

resulta que:

o A nivel de la corteza, el valor de las 20:00 horas es significativamente

mayor (p< 0,05) que el de las 00:00 horas.

o A nivel de la médula, el valor de las 20:00 horas es significativamente
mayor que el de las 0:00 (p< 0,05), 04:00 (p< 0,05) y que el de las 12:00
(p< 0,05) horas.
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TABLA 2
Valores de expresion del VEGF en las células
tubulares del rifion de ratones hembras intactas,
a lo largo de un periodo circadiano

Hora del dia | Corteza | Meédula “;:z‘z;‘ie
00:00 2.0(2)1 9 9.9(:;)6.0 ns
04:00 1.6(i6)0.7 8.6(:;)4.1 ns
08.00 5.5(i6)1.8 8.9(ﬂ6:)4.9 ns
12.00 2.3(2)1.5 12.222; 5.1 ns
16:00 5.2(i6)3.7 10.5(6ﬂ; 4.0 ns
20:00 8.0(2)5.0 1.2(2)0.5 ns

ANOVA ns ns

ns: diferencias no significativas “
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 2

% Cuando comparamos los valores de expresion del VEGF con el “t-test” de
Student entre las dos zonas, en el mismo punto horario, no se observan

diferencias significativas.

¢ Cuando comparamos los valores de expresion del VEGF con ANOVA no se
observan diferencias significativas entre los valores de los distintos puntos

horarios, en ninguna de las dos zonas.
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TABLA 3
Comparacion de los valores de expresion del
VEGF en las células tubulares de la corteza,
entre ratones machos y hembras intactos,

a lo largo de un periodo circadiano

Hora del dia | Machos < Hembras “;:z‘:;;‘:e
00-00 0.7(2)0.1 2.0(:;)1.9 s
04:00 1.6(2)1.0 1.6(:;)0.7 s
08.00 1.0(2)1.0 5.5(:;)1.8 s
12.00 0.7(2)0.7 2.3(:6&)1.5 s
16:00 1.3(2)0.8 5.2(2)3.7 ‘ s
20:00 3.5(2)0.2 8.0(2)5.0 s

ns: diferencias no significativas “
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 3

*¢ Cuando comparamos los valores de expresion del VEGF de las células
tubulares de la corteza correspondientes a los machos y a las hembras, no se
observan diferencias significativas entre los mismos, en ninguno de los puntos

horarios analizados.
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TABLA 4
Comparacion de los valores de expresion del
VEGF en las células tubulares de la médula,
entre ratones machos y hembras intactos,

a lo largo de un periodo circadiano

Hora del dia | Machos | Hembras “;:z‘z;‘ie
00:00 0.2(2)0.2 9.9(:;)6.0 ns
04:00 0.5(2)0.2 8.6(:;)4.1 ns
08.00 0.9(2)0.6 8.9(:;)4.9 ns

04+04 128+5.1
12.00 ©6) ©) %
16:00 2.3(2)1.5 10.5(6ﬂ; 4.0 ns
20:00 4.9(2)1.4 1.2(2)0.5 ns

* : diferencias significativas
ns: diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 4

+¢ Cuando comparamos los valores de expresion del VEGF de las células
tubulares de la médula entre ambos sexos, observamos que a las 12:00 horas,
los valores correspondientes a las hembras son significativamente mayores que

los de los machos (p < 0,05).



EXPERIMENTO II

Estudio de la sintesis de ADN en
las células tubulares de la corteza
y de la médula externa del rifion
de animales intactos, durante un

periodo circadiano.
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TABLA 5
Valores de ADNs en las células tubulares del rifion de
ratones machos intactos, a lo largo de un periodo

circadiano
Hora del dia | Corteza Médula “g;zg;‘je
1.04+0.1 | 0.24+0.02
00:00 ©6) ©) ok
0.07+0.02 | 0.01 £0.003
04:00 7 ©) &
08.00 0.13(2)0.05 0.1 2:6;).07 ns
0.18£0.06 | 0.02+0.01
12.00 6) ©6) g
0.07+0.01 | 0.04 +0.007
16:00 6) 6) &
2000 0.28;)0.19 0.02(2)0.01 ns
ANOVA ok ok

* ¢ diferencias significativas
**: diferencias altamente significativas
ns: diferencias no significativas




Expresion del VEGF en el rifidn de ratones adultos | 48
Adriana L. Garcia

ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 5

% Cuando comparamos la ADNs correspondiente a las células tubulares de las
dos zonas, con el “t-test” de Student, se observa que los valores de la corteza
son significativamente mayores que los de la médula a las 0:00 (p< 0,001),

04:00 (p< 0,01), 12:00 (p< 0,05) y 16:00 (p< 0,05) horas.

X/

¢ Cuando comparamos la ADNs con ANOVA, se observan diferencias altamente
significativas entre los valores de los distintos puntos horarios, en las dos

zonas. De la aplicacion del post test de Tukey-Kramer resulta que:

o A nivel de la corteza, los valores de las 00:00 horas son
significativamente mayores (p< 0,001) que los de las 04:00, 08:00, 12:00,
16:00 y 20:00 horas.

o A nivel de la médula, los valores de las 00:00 horas son
significativamente mayores que los de las 04:00 (p< 0,001), 08:00 (p<
0,05), 12:00 (p< 0,001), 16:00 (p<0,01) y 20:00 (p< 0,001) horas.
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TABLA 6
Valores de ADNs en las células tubulares del rifion de
ratones hembras intactas, a lo largo de un periodo

circadiano
“t-test”
Hora del dia Corteza Meédula de
Student
0.15+0.06 | 0.01 £0.01
00:00 ns
(6) (6) \
0.13+0.03 | 0.01 £0.01
04:00 *
(7) (6)
0.05+0.02 | 0.01 £0.01
08.00 *
(7) (7)
0.07+0.01 | 0.03+£0.03
12.00 ns
(6) (6)
0.04 +£0.01 | 0.02+0.01
16:00 ns
(6) (6)
0.7+0.5 0.02 +0.01
20:00 ns
(6) (6)
ANOVA ns ns

* : diferencias significativas
ns: diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 6

¢+ Cuando se compara la ADNs entre las dos zonas, con el “t-test” de Student, se
observa que los valores correspondientes a la corteza son significativamente

mayores que los de la médula, a las 04:00 (p < 0,005) y 08:00 (p < 0,05) horas.

% Cuando comparamos la ADNs con ANOVA, no se observan diferencias
significativas entre los valores de los distintos puntos horarios, en ninguna de

las dos zonas.
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TABLA 7
Comparacion de los valores de ADNs en las células
tubulares de la corteza, entre ratones machos y
hembras intactos, a lo largo de un periodo

circadiano

“t-test”
Horadel dia | Machos Hembras de

Student

1.04+£0.11 | 0.15+0.06 \

00:00 (©6) ©) * %
04:00 0.075)0.02 0. 13(?)0.03 s
0%.00 0.13(£6c)0.05 0.05(?7:)0.01 s
12.00 0.18(2)0.06 0.07(2)0.01 s
16:00 0.07(2)0.01 0.04(2)0.01 s
20:00 0.285)0.19 0.7(2)0.5 s

**: diferencias altamente significativas
ns: diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 7

% Cuando comparamos la ADNs de las células tubulares de la corteza, entre
ambos sexos, observamos que los valores correspondientes a los machos son

significativamente mayores (p< 0,001) que los de las hembras a las 00:00

horas.
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TABLA 8
Comparacion de los valores de ADNs en las células
tubulares de la médula, entre ratones machos y
hembras intactos, a lo largo de un periodo

circadiano
“t-test”
Hora del dia Machos Hembras de
Student
0.24+0.02 | 0.01 £0.01
00:00 © s A
04:00 0.01 (i6;).003 0.01(£6c)0.01 s
08.00 0.1 (i6;).06 0.0l(%0.0l s
12.00 0.02(ﬂ6:)0.01 0.03(2)0.02 o
16:00 0.04 2:6 5).007 0.02(2)0 01 s
20-00 0.02(£6c)0.01 0.02(£6c)0.01 s

**: diferencias altamente significativas
ns: diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 8

% Cuando comparamos la ADNs de las células tubulares de la médula, entre
ambos sexos, observamos que los valores correspondientes a los machos son

significativamente mayores (p< 0,001) que los de las hembras a las 00:00

horas.



EXPERIMENTO III

Estudio de la expresion del VEGF en
las células tubulares de la corteza y
de la médula externa del riiidon, a las
50 horas y a los 7 dias posteriores a

la nefrectomia.
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TABLA 9
Expresion del VEGF en las células tubulares del ririon

de ratones machos intactos y nefrectomizados (Nx),
sacrificados a las 50 horas o a los 7 dias post-cirugia

“t-test”
Tratamiento Corteza Meédula de

Student

Intactos 0.7+0.7 0.4+ 0.4 s \
(6) (6)

30.1+5.6 462 +114
50 hs. N ns
X (6) (6)
144 +4.1 249+ 133
7 dias Nx ns
(6) (6)
| | |
ANOVA ks &

* 1 diferencias significativas
*% 1 diferencias altamente significativas
ns : diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 9

¢+ Cuando se comparan los valores de expresion del VEGF correspondientes a las
dos zonas, con el “t-test” de Student, no observamos diferencias significativas

en ninguno de los puntos horarios estudiados.

¢ Cuando comparamos los valores de expresion del VEGF con ANOVA, se
observan diferencias significativas entre los correspondientes a las dos zonas,
en los distintos puntos horarios estudiados. De la aplicacion del post test de

Tukey-Kramer resulta que:

o Los valores de expresion del VEGF en las células tubulares de la
corteza, a las 50 horas de la nefrectomia, son significativamente
mayores que los de los intactos (p< 0,001) y que los de los animales

sacrificados a los 7 dias post nefrectomia (p< 0,05)

o Los valores de expresion del VEGF en las células tubulares de la
médula a las 50 horas de la nefrectomia son significativamente mayores

(p< 0,05) que los de los intactos.
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TABLA 10

Expresion del VEGF en las células tubulares del ririon
de ratones hembras intactas y nefrectomizadas (Nx),
sacrificadas a las 50 horas o a los 7 dias post-cirugia

“t-test”
Tratamiento Corteza Médula de
Student
Intactos 23+1.5 12.8 £5.1 ns
(6) (6) \
44+1.8 62.7+34
50 hs. Nx *%
(6) (6)
39+£1.0 583+2.6
7 dias Nx %
(6) (6)
ANOVA ns wk

**: diferencias altamente significativas
ns: diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 10

¢ Cuando se comparan los valores de expresion del VEGF correspondientes a las
dos zonas, con el “t-test” de Student, observamos que, tanto a las 50 horas
como a los 7 dias posteriores a la nefrectomia, los valores de la médula son

significativamente mayores (p< 0,001) que los de la corteza.

% Cuando comparamos los valores de expresion del VEGF con ANOVA,

observamos que:

o En la corteza no existen diferencias significativas entre los distintos

puntos horarios estudiados.

o En la médula se observan diferencias altamente significativas. De la
aplicacion del post test de Tukey-Kramer resulta que, los valores de
VEGEF a las 50 horas y a los 7 dias posteriores a la nefrectomia, son

significativamente mayores (p< 0,001) que los de los intactos.
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TABLA 11

Comparacion entre los valores del VEGF en la corteza
del rifion de ratones machos y hembras intactos y
nefrectomizados (Nx), sacrificados a las 50 horas o a los

7 dias post-cirugia

“t-test”
Tratamiento Machos Hembras de
Student
Intactos 0.7+0.7 23+1.5 ns
(6) (6) \
30.1£5.6 44+1.8
50 hs. Nx *%
(6) (6)
144 +4.1 39+1.0
7 dias Nx *
(6) (6)

* : diferencias significativas
**: diferencias altamente significativas
ns: diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 11

% Cuando comparamos los valores de expresion del VEGF de las células
tubulares de la corteza correspondientes a los machos y a las hembras,

observamos que:

o A las 50 horas de la nefrectomia los valores de los ratones machos son

significativamente mayores que los de las hembras (p< 0,001).

o A los 7 dias de la nefrectomia los valores de los ratones machos son

significativamente mayores (p< 0,05) que los de las hembras.
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TABLA 12
Comparacion entre los valores del VEGF en la médula
del rifion de ratones machos y hembras intactos y
nefrectomizados (Nx), sacrificados a las 50 horas o a los
7 dias post-cirugia

“t-test”
Tratamiento Machos Hembras de

Student

04+04 12.8 £5.1
Intactos *
(6) (6) \

50 hs. Nx 46.2+11.4 62.7+3.4

(6) (6) e
249+ 133 583+2.6
7 dias Nx *
(6) (6)

* : diferencias significativas
ns: diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 12

% Cuando comparamos los valores de expresion del VEGF de las células
tubulares de la médula correspondientes a los machos y a las hembras,

observamos que:

o Los valores en la médula de las hembras intactas, son significativamente

mayores (p< 0,05) que los de los machos.

o A los 7 dias de la nefrectomia, los valores en la médula de las hembras

son significativamente mayores que los de los machos (p< 0,05).



EXPERIMENTO 1V

Estudio de la sintesis de ADN en las
células tubulares de la corteza y de
la médula externa del riiion, a las 50
horas y a los 7 dias posteriores a la

nefrectomia.
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TABLA 13
Valores de ADNs en las células tubulares del rifion de
ratones machos intactos y nefrectomizados (Nx),
sacrificados a las 50 horas o a los 7 dias post-cirugia
“t-test”
Tratamiento Corteza Médula de
Student
0.18 £0.06 0.02 £0.01
Intactos * \
(6) (6)
0.53+0.2 0.06 +£0.03
50 hs. Nx *
(7) (6)
0.35+0.06 0.04 £ 0.02
7 dias Nx *
(7) (6)
ANOVA ns ns

* : diferencias significativas
ns: diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 13

¢ Cuando se comparan los resultados de ADNs entre las dos zonas, con el “t-

test” de Student, observamos que:

o En los animales intactos, los valores de las células tubulares de la

corteza, son significativamente mayores (p< 0,05) que los de la médula.

o A las 50 horas de la nefrectomia, los valores de las células tubulares
de la corteza son significativamente mayores (p< 0,05) que los de la

médula.

o A los 7 dias de la cirugia los valores de la corteza son

significativamente mayores (p< 0,05) que los de la médula.
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TABLA 14
Valores de ADNs en las células tubulares del rifion de
ratones hembras intactas y nefrectomizadas (Nx),
sacrificadas a las 50 horas o a los 7 dias post-cirugia
“t-test”
Tratamiento Corteza Médula de
Student
Intactos 0.07 +£0.01 0.03 +0.03 ns
(6) (6) \
0.49+0.15 0.02 £0.01
50 hs. Nx *
(7) (6)
0.35 £0.12 0.05+0.02
7 dias Nx *
(7) (7)
ANOVA ns ns

* : diferencias significativas
ns: diferencias no significativas
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 14

¢ Cuando se comparan los resultados de las dos zonas, correspondientes a las

hembras con el “t-test” de Student, observamos que:

o A las 50 horas de la nefrectomia los valores de ADNs en la corteza

son significativamente mayores (p< 0,05) que los de la médula.

o A los 7 dias de la nefrectomia los valores de ADNSs en la corteza son

significativamente mayores (p< 0,05) que los de la médula.
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TABLA 15
Comparacion entre los valores de ADNs en la corteza
del rifion de ratones machos y hembras intactos y
nefrectomizados (Nx), sacrificados a las 50 horas o a los
7 dias post-cirugia

“t-test”
Tratamiento Machos Hembras de
Student
Intactos 0.18 £ 0.06 0.07 £0.01 ns
(6) (6) \
0.53+ 0.2 0.49+0.15
50 hs. Nx ns
(7) (7)
0.35+0.06 0.35+0.12
7 dias Nx ns
(7 (7)

ns: diferencias no significativas “
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 15

* No se observan diferencias significativas entre los valores de ADNs de las

células tubulares de la corteza correspondientes a los ratones machos y hembras.



Expresién del VEGF en el rifidn de ratones adultos
Adriana L. Garcia

TABLA 16
Comparacion entre los valores de ADNs en la médula
del ririon de ratones machos y hembras intactos y
nefrectomizados (Nx), sacrificados a las 50 horas o a los
7 dias post-cirugia

“t-test”
Tratamiento Machos Hembras de
Student
Intactos 0.02 £0.01 0.03 £0.03 ns
(6) (6) \
0.06 +0.03 0.02+0.01
50 hs. Nx ns
(6) (6)
0.04 +£0.02 0.05+0.02
7 dias Nx ns
(6) (7)

ns: diferencias no significativas “
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA TABLA 16

% No se observan diferencias significativas entre los valores de ADNs, de las
células de la médula, correspondientes a los ratones machos y hembras en ninguno

de los puntos horarios estudiados.



| DISCUSION
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En el rifiéon normal, el VEGF es constitutivamente expresado en las células de los
tabulos proximales (segmento S3) y en las células de la region yuxtamedular, existiendo
en el estado de salud un fino balance en su nivel de expresion, debido a la regulacion de
sus isoformas funcionalmente diferentes y a la co-expresion de sus inhibidores (Advani,
et. al., 2007). Esta situacion se ve reflejada en el presente trabajo ya que nuestros
resultados muestran que las células tubulares del rifion de ratones adultos intactos

presentan inmunomarcacion positiva para el VEGF.

En estudios realizados en rifiones normales de pacientes con nefroureterectomia se
demostrd una expresion del VEGF en las células epiteliales de los tibulos, con mayor
intensidad en los colectores y distales y mas débil o moderada en los proximales,
mientras que no se observo en las células del asa de Henle, resultando la expresion del
VEGEF significativamente mayor en la corteza renal que en la médula externa e interna
(Baderca, et. al., 2006) (Schrijvers, et. al., 2004). Nosotros observamos que en los
ratones machos intactos no existen diferencias zonales en la expresion del VEGF
excepto a las 00:00 hs, momento en el cual los valores de las células de los tiibulos

correspondientes a la corteza son mayores que los de la médula externa.

Por otro lado, se han reportado fluctuaciones circadianas en las concentraciones
plasmaticas de VEGF en las distintas especies. Por ejemplo, en roedores que son activos
nocturnamente, las concentraciones plasmaticas del VEGF se incrementan durante el
dia (periodo de descanso) mientras que en humanos que son activos diurnamente, el
pico se produce a la noche (periodo de descanso) y el valle durante el dia (Endo, et al.,

2002) (Koyanagui, et al., 2003).

Estos resultados podrian estar en concordancia con los nuestros ya que
observamos que, tanto en las células epiteliales tubulares de la corteza como en las de la
médula en los ratones machos intactos, los valores de expresion de VEGF presentan un
pico a las 20:00 horas, durante el periodo de actividad de los animales, lo que podria
traducirse en un aumento de su concentracion plasmadtica en el periodo de descanso

siguiente.
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En las hembras, si bien no observamos la existencia de un ritmo circadiano en la
expresion del VEGF en ninguna de las dos zonas, en la corteza aunque los resultados no
presentan diferencias estadisticamente significativas, los valores mas altos se observan a
las 20:00 horas (de manera similar a lo que ocurre en los machos) y en la médula, a las
12:00 hs. En este caso la falta de evidencia de un ritmo circadiano podria equipararse a
lo observado en estudios realizados en mujeres cuyos niveles del VEGF en el plasma no
presentan ritmo circadiano pero si variacion a lo largo del ciclo menstrual, del mismo
modo que en el utero de rata, en los que la progesterona y los estrogenos regulan los

niveles del VEGF y del VEGF ARNm (Heer, et al., 1998) (Wood, et al., 2005).

Coincidentemente con estos resultados, en trabajos previos demostramos que los
hepatocitos del higado de ratones adultos expresan VEGF con un ritmo circadiano
definido, independientemente del sexo, cuyo pico se produce a las 20:00 horas y el valle
a las 04:00 horas. Si lo relacionamos con los eventos del ciclo celular, el pico de
expresion del VEGF, al igual que en el presente trabajo, ocurre en la fase Gl

(Fernandez Blanco, et al., 2011).

Cuando comparamos los resultados entre machos y hembras, a nivel del
compartimiento cortical o medular en general, no observamos diferencias entre los
valores de expresion del VEGF, por lo que podriamos afirmar que en ambos sexos se

expresa con similar distribucion e intensidad dentro del parénquima renal.

Respecto de la actividad proliferativa de las células tubulares renales, la sintesis
de ADN (ADNSs) en los ratones machos también muestra un evidente ritmo circadiano,
tanto en la corteza como en la médula, con un pico a las 00:00 y valores mas bajos a las
04:00 horas. Estos resultados coinciden con los del grupo de Burns quienes hallaron un
pico de captacion de timidina tritiada en el rifion de ratones, entre las 21:00 y las 04:00
horas (precediendo en 8 a 12 horas a la mitosis). De estos datos se desprende que las
células sintetizan su ADN durante el periodo de actividad (oscuridad) y se dividen
durante el momento de reposo (periodo de luz) (Burns, et al., 1972). Del mismo modo,
nuestro grupo de trabajo ha demostrado la existencia de ritmos circadianos en la
actividad mitotica de hepatocitos, enterocitos, sialocitos acinares, renocitos y

queratinocitos linguales y epidérmicos de ratones machos. En estas poblaciones
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celulares el pico de actividad mitética se encontrd coincidentemente, en el momento de
reposo de los animales y el valle en el momento de actividad. Por otro lado, cuando
estudiamos las células de los tubulos contorneados proximales y distales de la corteza
del rifion de ratones jovenes, la actividad mitotica presentd su valor mas alto a las 08:00
y el mas bajo a las 04:00 horas (Errecalde, 1994) (Garcia, et al., 1997) (Inda, et al.,
1999).

En el presente trabajo, en los ratones hembra, a diferencia de los machos, no
observamos un ritmo circadiano evidente en la ADNs. Si bien encontramos valores mas
altos a las 20:00 horas en la corteza y a las 12:00 horas en la médula, estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas. Este hecho podria ser consecuencia de que los
esteroides sexuales que actiian sobre el hipotdlamo para regular la liberacion de la
hormoma del crecimiento (GH) desde la hipofisis a la sangre, lo hacen con una
periodicidad de 30 minutos en las hembras, en contraste a la periodicidad de 4 horas de

los machos (Gerhold, et al., 2007).

Al mismo tiempo, nosotros observamos que en ambos sexos existen diferencias en
la distribucion de la ADNs en las células tubulares renales, ya que los valores de la
corteza son mayores que los de la médula, en casi todos los puntos horarios estudiados.
Sin embargo, cuando comparamos los valores de ADNs entre los sexos, dentro de la

misma zona, en general, no observamos diferencias significativas.

Por otro lado, ha sido comprobado que una reduccidn en la masa renal lleva a una
serie de eventos bioldgicos que conducen a un incremento compensatorio en masa y
funcién. Por ejemplo, en las primeras horas después de una nefrectomia se produce un
incremento significativo de factores positivos (c-jun, ciclina C, ciclina E, etc.) y de
factores negativos (p53, Rb, gas-2, etc.) en el tejido remanente. Asi la nefrectomia
unilateral induce estimulos que promueven el crecimiento en paralelo con sefales que lo
inhiben. El entendimiento de los mecanismos que subyacen en el crecimiento
compensatorio del rifion remanente, puede ayudar a esclarecer la progresion de las
enfermedades renales e identificar potenciales blancos para la intervencion terapéutica

(Sinuani, et al., 2010).
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Varios factores han sido implicados en las diferentes formas de crecimiento
compensatorio renal (CCR) entre los que podemos mencionar a la GH, al IGF-1, al

TGF-8 y al VEGF (Yildiz, et al., 2008).

Después de una injuria renal, la progresion a través del ciclo celular puede
conducir a la ADNs y a la mitosis pero, factores hipertroficos tales como la angiotensina
II (ANG 1I), el TGF B y la glucosa, incrementan los niveles de los inhibidores de las
ciclinas dependientes de quinasas (cdk), lo cual causa detenimiento del ciclo celular en
G1. Este hecho, asociado con un incremento en el contenido de proteinas y ARN pero
sin aumento de la ADNs, lleva a la hipertrofia celular (Shankland and Wolf, 2000).
Aunque los mecanismos del CCR todavia permanecen oscuros, se ha propuesto que la
hipertrofia puede ser un requisito previo para la progresion del dafio renal que se

presenta en diversas formas de insuficiencia renal cronica (Yildiz, et al., 2008).

En organismos adultos el crecimiento compensatorio del rifion remanente ocurre,
principalmente, a través de la hipertrofia de las células tubulares, proceso mediado por
un mecanismo dependiente del ciclo celular. E1 TGF-B es uno de los principales factores
causantes de hipertrofia tubular y se considera que juega un rol fundamental en el CCR.
Este factor de crecimiento interviene en diversas funciones celulares normales y en
muchos de los cambios patologicos asociados con una variedad de enfermedades
renales. Sus funciones incluyen la regulacion de la proliferacion celular, la acumulacion
de matriz extracelular, la fibrosis glomerular e intersticial y la progresion de
glomeruloesclerosis. La produccion de TGF-B por las células mesangiales es regulada
por otros factores como la ANG II, el IGF-I, el HGF, el FGF b, el TNF-a, el EGF, el
PDGF y la IL-10 (Liu, 2005) (Liu and Preisig, 2002) (Sinuani, et al., 2010).

Las células de los tibulos proximales sobrevivientes a una injuria se
desdiferencian, proliferan y luego se rediferencian para regenerar la masa celular
perdida. Las sefiales del TGF-8 autocrino fluctiian, controlando el estado de crecimiento
y diferenciacion y en forma independiente pero, sinérgicamente con la hipoxia, regulan
la expresion del VEGF en las células de los tubulos proximales del rifion (Geng, et al.,

2009) (Nakagawa, et al., 2004).
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El grupo de trabajo de Kang ha sugerido que en el modelo de nefrectomia parcial,
se produce pérdida de endotelio que podria estar mediada por un decrecimiento en la
expresion del VEGF constitutivo de los podocitos glomerulares y de las células
tubulares, proceso que estaria ligado a proteinuria e infiltracion de macréfagos y
citoquinas asociadas (IL 1-B, IL 6 y TNF) que inhiben la expresion de ARNm del
VEGF. Este hecho fue corroborado en experimentos posteriores donde se observo que a
las cuatro semanas del tratamiento con VEGF 121 en ratas machos, se produjo un
incremento en la proliferacion y preservacion del endotelio de los capilares
peritubulares (Kang, Hughes, et al., 2001) (Kang, Joly, et al., 2001) (Kang, et al.,
2002).

Los hallazgos de otros autores indican que el VEGF también juega un rol
importante en la respuesta compensatoria renal después de la uninefrectomia, ya que es
requerido para el crecimiento y la proliferacion de las células endoteliales glomerulares
y peritubulares que se producen en respuesta a la reduccion nefronal (Baderca, et al.,

2006) (Flyvbjerg, et al., 2002) (Manotham, et al., 2004 a) (Schrijvers, et al., 2004).

Coincidentemente con estos autores, en nuestro trabajo observamos que en los
rifones de los ratones machos, los valores de expresion del VEGF en las células
tubulares de la corteza y de la médula aumentan a las 50 horas de la nefrectomia. Por
otro lado, a los 7 dias posteriores a la cirugia estos valores disminuyen
significativamente, pero s6lo en el compartimiento cortical. Este aumento en la
expresion del VEGF no va acompafiado por un aumento en la ADNs, por lo que podria
considerarse como resultante de una hipertrofia. De ser asi, concordariamos con los
resultados de Liu y Preisig quienes demostraron que el CCR siguiente a la
uninefrectomia, tanto en ratas como en ratones machos, involucra hipertrofia de las
células de los tibulos proximales, mediante un mecanismo dependiente del ciclo
celular, con activacion de Cdk 4 / ciclina D y falla en la activacion de Cdk 2 / ciclina E
suficiente para entrar en la fase S, mecanismo equivalente al responsable de la

hipertrofia de los tubulos proximales en la diabetes mellitus (Liu and Preisig, 2002).

Manothan y colaboradores notaron que en la corteza de ratas machos, a los 4 y a

los 7 dias después de la nefrectomia parcial (5/6), existen gran cantidad de tabulos
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hipertroficos y en condiciones de hipoxia. Observaron ademas, un aumento en la
proliferacion de las células endoteliales en el area hipoxica, sugiriendo que ésta puede
ser una de las vias de neoangiogénesis, con un incremento en los niveles del ARNm de
varios genes, incluyendo el del VEGF (Manotham, et al., 2004 a) (Manotham, et al.,
2004 b).

Del mismo modo, el grupo de trabajo de Kang observdé que en los tubulos
corticales de ratas hembras, después de la nefrectomia parcial, el porcentaje del area
positiva para la expresion del VEGF en correlacion con la densidad capilar peritubular
se incrementd, en comparacion con la de los machos, demostrando que la remodelacion
vascular renal favorable y la neoangiogénesis, con incremento de la expresion de VEGF
es mas prominente en ratas hembras (Kang, Anderson, et al., 2001) (Kang, et al.,

2002) (Kang, et al., 2004).

En oposicion con estos autores nuestros resultados muestran que en las células
tubulares de la corteza de las hembras, en contraste con lo que ocurre en los ratones
machos, no hay diferencias entre los valores de expresion del VEGF de los animales
intactos y los nefrectomizados, en ninguno de los tiempos post-cirugia estudiados. Sin
embargo en la médula, como sucede en los machos, estos valores aumentan a las 50
horas y se mantienen altos a los 7 dias posteriores a la nefrectomia. Las discrepancias
entre nuestros resultados y los de otros grupos de trabajo podrian deberse a las distintas

especies utilizadas y/o a la extension de la ablacion renal.

En nuestro modelo experimental es clara la evidencia de una diferencia en el
comportamiento entre machos y hembras ya que, mientras que en los machos los
valores del VEGF de las células tubulares de las dos zonas son similares, en las hembras
nefrectomizadas, los valores de expresion del VEGF de las células tubulares de la
médula son mayores que los de la corteza. A su vez, cuando realizamos la comparacion
a nivel zonal, apreciamos que en la corteza, los valores de VEGF de los machos son
mayores que los de las hembras, en los dos tiempos post-nefrectomia considerados.
Mientras tanto, en la médula de las hembras intactas y en las sacrificadas a los 7 dias de

la nefrectomia, estos valores son mayores que los de los machos. Estos resultados
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sustentan el concepto de la existencia de diferencias sexuales y zonales en el CCR

inicial.

Numerosos estudios indican que los esteroides gonadales causan dimorfismo
sexual en una variedad de propiedades morfologicas y/o funcionales en los rifiones de
los mamiferos. Por ejemplo, los androgenos incrementan la reabsorcion de sodio y la
presion intraglomerular por la modulacion del tono de las arteriolas aferentes y eferentes
via ANG II, endotelina y estrés oxidativo. En contraste, las hormonas sexuales
femeninas llevan a una vasodilatacion renal y a un decrecimiento de la fraccion de
filtracion (Garibotto, et al., 2007). Ademas, estas hormonas a través de su interaccion
con el sistema renina-angiotensina (RAS) inducen hipoxia renal via mecanismos
hemodindmicos y no hemodinanicos (Gandolfo, et al., 2004) (Nangaku and Fujita,
2008). En las enfermedades renales en humanos y en modelos animales, el receptor de
estrogenos (ER) media los eventos que modulan las diferencias sexuales observadas.
Asi, ratones hembras carentes de ERa tienen un crecimiento renal reducido después de
las 2 semanas de la inducciéon de diabetes mellitus y durante el crecimiento

compensatorio, a las 48 horas de la uninefrectomia (Funahashi, et al., 2009).

Las diferencias sexuales en la masa renal fueron primero descriptas en ratones y
ratas y posteriormente se comprobaron en rifiones humanos. La causa del mayor tamafio
de este organo en los machos no es debida a la diferencia en el numero de nefronas (el
nimero de glomérulos por rifion en machos y en hembras es similar) sino a la accion
anabdlica de los androgenos, que afectan el crecimiento por hipertrofia de las células de
los tubulos localizados en la corteza (Garibotto, et al., 2007), al igual que lo observado

en el presente trabajo.

Por otro lado, en ratas machos el incremento de la GH durante el CCR posterior a
la nefrectomia esta disociado del IGF-I por lo que ha sido postulado que esta hormona
actua directamente sobre el rifidon, o a través de otro factor; un candidato potencial es la
ANG II. La GH circulante incrementa la ANG II en el plasma y viceversa, indicando
que los mecanismos que gobiernan su regulacion estan interrelacionados. En el rifion, la
mayoria de las acciones de la ANG II son mediadas a través de los receptores de

angiotensina (AT1Rs), que regulan la expresion de genes involucrados en funciones
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cruciales como crecimiento, diferenciacion y desarrollo y activan sefiales asociadas a la
proliferacion e hipertrofia, en una gran variedad de células. Estos datos sugieren que la
GH circulante media el crecimiento del rifidn remanente in vivo, por la modulacién de
los AT1Rs. Los mecanismos de esta induccion podrian tener importancia para el
crecimiento normal y la homeostasis de fluidos y electrolitos y también en condiciones
patologicas tales como, la nefropatia diabética e hipertension. Conjuntamente, ha sido
seflalado que la ANG II induce la expresion del TGF-8 en cultivos de células
mesangiales y subsecuentemente, aumenta la deposicion de matriz, un paso integral
para el desarrollo y progresion de la enfermedad renal (Madsen, et al., 2010) (Mok, et
al., 2003) (Rogers, et al., 2007).

Hallazgos recientes sugieren que existen diferencias sexuales en la regulacion de
los AT1Rs, por ejemplo, la nefrectomia estimula un incremento rapido en la expresion
del ATIR glomerular en ratas machos adultas pero no en el rifion remanente de las
hembras. Se plante6 que hay una correlacion inversa entre la expresion del ERa y el
ATIR glomerular y que la renoproteccion observada en las hembras ocurre, en parte,
por la atenuacion de la actividad de los AT1R, mediada por E2. La activacion del RAS
endogeno en las células epiteliales de los tibulos proximales lleva al incremento en la
sintesis de ANG 1I (Feliers and Kasinath, 2010) (Rogers, et al., 2007). Al mismo
tiempo, existen evidencias que la ANG II incrementa rapidamente la expresion del
VEGF en las células de los tibulos proximales. Este efecto comienza a los 5 minutos
del tratamiento con ANG II y retorna a los niveles basales dentro de los 45 minutos.
Una exposicion de mayor duracion a la ANG II estaria asociada con una regulacion
transcripcional del VEGF. La ANG II y el VEGF también estan implicados en la
hipertrofia renal que se produce en la diabetes, donde la hiperglucemia puede provocar
un incremento en la produccion local de ANG II en los tibulos proximales que, a su
vez, puede estimular la sintesis rapida del VEGF para regular procesos celulares

importantes tales como la sintesis de proteinas (Feliers, et al., 2005).

Por otra parte y sosteniendo el concepto de que el crecimiento capilar es mediado
por un balance complejo entre factores solubles positivos y negativos, en adicion a
interacciones célula-célula o célula-matriz, algunos estudios han reportado que existe

una relacion entre el VEGF y el IGF-1 (Carmeliet, 2000) (Kitamoto, et al., 1997).
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El grupo de trabajo de Mulroney sefialé que tanto en ratas hembras adultas como
en ratas machos jovenes, el CCR después de la uninefrectomia tiene un componente
hiperplasico significativo, asociado con un incremento en la expresion del IGF-1. Al
mismo tiempo proponen que el incremento de la testosterona durante la pubertad en el
macho, provee un disparo que altera el mecanismo desde una hiperplasia significativa a
una hipertrofia predominante. La testosterona regula la secrecion de la GH que alcanza
los niveles mas altos durante y al final de la pubertad. Se supone que los efectos
promotores de la GH son mediados por la liberacion del IGF-I a la circulacién y
posterior unidon a los receptores o por accioén directa de la GH sobre un drgano,
estimulando al IGF-I. Este mecanismo es consistente con el conocimiento de que los
esteroides gonadales juegan un rol en los mecanismos alternativos observados con la
edad en el macho y entre los sexos en adultos. Todos estos resultados parecen
correlacionarse bien con hallazgos en humanos. Por ejemplo, se ha demostrado que los
donantes masculinos o pacientes con un solo rifién, presentan proteinuria significativa,
glomeruloesclerosis focal e hipertension incrementada, mientras que los donantes
femeninos no. Aunque es sabido que la GH y el IGF-I actuan independientemente uno
de otro en ciertos procesos metabolicos como gluconeogénesis y transporte de fosfato
renal, pueden estar ligados en la estimulacion del crecimiento. Estos hallazgos tienen
importantes implicaciones en el desarrollo de dafio renal después de la uninefrectomia

(Mulroney and Pesce, 2000) (Mulroney, et al., 1991) (Mulroney, et al., 1999).

La hibridizacion in situ demostré que el ARNm del IGF-I tubular se localiza
predominantemente en los tubulos colectores, tanto en la region cortical como medular.
También se encontraron sitios multiples de union para el IGF-I dentro del rifidon y el
ARNm del receptor estd ampliamente distribuido en las células de los tubulos
contorneados proximales y distales, tibulos colectores y en las células mesangiales. El
ARNm del receptor de la hormona del crecimiento (GHR) se expresa en los tubulos
proximales, en la rama descendente delgada, en la rama ascendente gruesa y en el

sistema de conductos colectores en el rifion de rata (Dimke, et al., 2007).

Durante el CCR en ratones machos adultos intervienen tanto mecanismos de
hiperplasia como de hipertrofia. Dentro de la hora siguiente a la nefrectomia la sintesis

de ARN se duplica en el rifion remanente y permanece estable por 48 horas. La sintesis
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de ADN comienza a aumentar después de las 10 horas y alcanza el maximo a las 48
horas. Estos valores vuelven a los niveles basales aproximadamente a los 5 dias después

de la cirugia (Liu and Preisig, 2002).

Los grupos de trabajo de Sun y de Maga notaron que en ratones de ambos sexos,
después de la nefrectomia, hay un periodo inicial de 48 horas de crecimiento
hiperplasico en el compartimiento cortical (Maga and Hubscher, 2003) (Sun, et al.,
2006). Por el contrario, nosotros observamos que tanto a las 50 horas como a los 7 dias
posteriores a la cirugia, los valores de ADNs en las células tubulares corticales y
medulares de los animales nefrectomizados de ambos sexos, se mantuvieron en valores
normales. Tampoco observamos diferencias significativas cuando comparamos los
valores de ADNs entre los sexos, dentro de la misma zona. Esto podria estar explicado
por los resultados obtenidos por el grupo de trabajo de Sinuani, que sefalan que la
nefrectomia inicia procesos proliferativos en el rifidn remanente, con un maximo a las
24 horas posteriores a la cirugia. Esta proliferacion transitoria, que disminuye dentro de
los dias siguientes, es acompafiada por la aparicion de hipertrofia. Esto coincide con
niveles bajos del TGF-3 en las células tubulares del tejido renal remanente y en el
plasma, durante el primer dia siguiente a la nefrectomia. A las 48 horas se produce un
incremento en la expresion de este factor, con un pico a la semana y un retorno a sus
niveles basales a las 2 - 4 semanas de la cirugia. También refieren que el grado de
proliferacion inicial, predice el grado de hipertrofia en el rifion remanente “in vivo”

(Sinuani, et al., 2006) (Sinuani, et al., 2009).

Wolf, por su parte, ha indicado que la ANG II, por un lado estimula la expresion
del TGF-B a través de los receptores AT1 y por otro la expresion del VEGF. Este factor,
a su vez sobre regula el receptor tipo Il del TGF-B, induciendo la hipertrofia de las
células tubulares a través de mecanismos que involucran la entrada de las células a la
fase G1 pero, detienen su progresion a través del ciclo celular antes del punto de
restriccion G1-S. Por lo tanto, los estimulos promitogénicos de factores tales como el
EGF, IGF-I, FGF, IL-10 y HGF, que inducen a las células desde GO a G1, son eventos
necesarios que luego son convertidos a hipertrofia por efectos antiproliferativos del

TGF-B en G1 tardio (Sinuani, et al., 2009) (Wolf, 2006).
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Es bien conocido que después de una injuria la generacion de células nuevas es un
pre-requisito para restablecer la funcion normal del 6rgano injuriado. Bajo condiciones
normales menos del 1 % de las células tubulares del rifidén proliferan pero, en respuesta
a una injuria muchas células normalmente quiescentes, entran en el ciclo celular con
aumento en la sintesis de ADN e induccidon de genes como c-fos, c-jun y egr-1. Estos
eventos ocurren por estrés o muerte celular, pero no estd claro en qué medida
contribuyen con la injuria o con la proteccion y recuperacion (Price, et al., 2009)

(Schmitt and Cantley, 2008).

Al respecto, algunos estudios han mostrado que las células nuevas derivan de
divisiones de células diferenciadas y otros han sugerido que una subpoblacién del
epitelio tubular renal funciona como células progenitoras. Estudios previos revelaron
que la proliferacion celular tubular en ratas sanas recae sobre la division de células
diferenciadas (Maeshima, et al., 2003) (Vogetseder, et al., 2005). También ha sido
sefalado que el comportamiento ciclico es cuantitativamente diferente en el laberinto
cortical, que comprende los segmentos S1 y S2 de los tubulos proximales, comparados
con el S3. El periodo de tiempo para pasar a través de la fase G1 es 2 veces mas largo en
S1 y S2 que en S3. En el segmento S3 alrededor del 40 % de las células estan en G1.
Esto implica un potente control de la progresion G1-S. El inhibidor de la ciclina
dependiente de kinasa p27, que bloquea la progresion del ciclo a este nivel es abundante
en todos los nucleos de S3 en ratas adultas. La injuria de esta region es seguida por una
alta actividad proliferativa para reemplazar la pérdida celular. También durante el
crecimiento renal en ratas juveniles este segmento despliega la mayor capacidad
proliferativa de todos los segmentos del nefron (Vogetseder, et al., 2007) (Vogetseder,

et al., 2008).

Anélogamente, nosotros demostramos una diferencia zonal en la actividad
proliferativa en ambos sexos, solo que en nuestros resultados tanto a las 50 horas como
a los 7 dias posteriores a la nefrectomia, los valores de sintesis de ADN son mayores en

la corteza con respecto de la médula.
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CONCLUSIONES PARCIALES

En los ratones machos intactos los valores de expresion del VEGF de las células
epiteliales tubulares, tanto de la corteza como de la médula externa, presentan un
ritmo circadiano con un pico a las 20:00 horas. A las 50 horas de la nefrectomia
la expresion de este factor aumenta en las dos zonas y a los 7 dias disminuye,

solo en el compartimento cortical.

En las hembras intactas los valores de expresion del VEGF no presentan un
ritmo circadiano evidente. A las 50 horas de la nefrectomia aumentan pero, solo
en las células tubulares de la médula, donde se mantienen altos hasta los 7 dias

post cirugia.

En los ratones intactos no se observan diferencias sexuales, ni zonales, entre los
valores de expresion del VEGF. En los ratones machos nefrectomizados,
tampoco se observan diferencias zonales entre los valores de expresion de este
factor; mientras que en las hembras, los valores de la médula son mayores que

los de la corteza, a las 50 hs y a los 7 dias post cirugia.

En los ratones machos intactos, los valores de ADNSs de las células tubulares de
ambas zonas presentan un ritmo circadiano, con un pico a las 00:00 hs.;
situaciébn que no se produce en las hembras. No se observan diferencias
significativas entre los valores de ADNs de los ratones de ambos sexos intactos

y nefrectomizados, en ninguna de las zonas y tiempos post cirugia analizados.

En los ratones intactos de ambos sexos, los valores de ADNs de las células
tubulares de la corteza son mas altos que los de la médula, al igual que en los

dos tiempos post nefrectomia analizados.
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CONCLUSION GENERAL

En ratones adultos intactos la nefrectomia induce un crecimiento compensatorio de
tipo hipertréfico en el rifion contra lateral que involucra un aumento en la expresion

del VEGF, con marcadas diferencias sexuales a nivel del compartimento cortical.
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