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RESUMEN

La fibrosis renal y la consecuente pérdida de las funciones del rifidn son elementos
comunes en la enfermedad renal crénica. La transicion epitelio mesenquimatica (TEM)
representa estadios tempranos del proceso de fibrosis. Recientemente se ha vinculado a la
inmunidad innata en los procesos de injuria y fibrosis renal. Los pacientes con
hiperuricemia presentan una mayor progresion a la enfermedad renal crénica, y mayor
prevalencia de hipertension arterial, induciendo fibrosis renal en modelos animales. No se
conoce la participacion de la inmunidad innata en la injuria renal inducida por acido urico.
Para conocer la participacion de la inmunidad innata en los procesos de TEM vy fibrosis
renal inducidos por &cido urico se recurrié a un modelo desarrollado en rata Wistar macho
con elevados niveles de &cido Urico (AOX+U). Para esto se suplementd la dieta con acido
oxonico al 2% (inhibidor de uricasa) y acido Urico 2% durante 7 semanas. Dos grupos
controles fueron considerados para comparar los hallazgos, un grupo con dieta estandar sin
los agregados (C) y un segundo grupo control con suplemento de &cido oxonico y urico, y
ademas allopurinol en agua de bebida (ALL). Los niveles de &cido Urico y urea fueron
testeados durante el tratamiento. A las 7 semanas los animales fueron sometidos a
eutanasia y tejido renal fue obtenido para analisis de expresion proteica, analisis
histologicos (fotonico y electronico de transmision) y para estudio mitocondrial: actividad
de complejos de cadena respiratoria y respirometria de alta resolucion mitocondrial.

En el modelo antes expuesto se constatd un incremento plasmatico del acido urico en el
grupo AOX+U, con deterioro de la funcion renal. Esto se asocid con mayor fibrosis
intersticial e infiltrado inflamatorio mononuclear. Se observé por microscopia foténica y
electronica de transmision el fenémeno de TEM al corroborarse la expresion de la proteina
marcadora FSP1 en células tubulares, disrupcion de la membrana basal e invasion al
intersticio renal. El receptor de la inmunidad innata Nalp3 actualmente conocido como
NLRP3 presentd aumento en la expresion en las células epiteliales tubulares con altos
niveles de acido Urico. Esto fue prevenido por allopurinol. Ambas vias, canénica a través
de caspasa 1 beta y no candnica a través de factor de transcripcion Smad 2/3 se
encontraron activas en la injuria inducida por acido Urico en comparacion con los grupos
controles. No se pudo demostrar alteraciones morfologicas ni fisiolégicas en mitocondrias
renales como nexo entre el &cido Urico y la activacion de NLRP3.

Concluimos que el incremento del acido Urico en ratas macho Wistar induce programas de
TEM renal evidenciandose una participacion de la inmunidad innata a través del receptor

NLRP3 y sus vias canonicas y no canonicas.
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SUMMARY

Chronic kidney disease (CKD) is associated with renal fibrosis and loss of kidney
functions. Epithelial to mesenchimal transition (EMT) represents early stages of fibrosis.
Currently the innate immunity has been associated with kidney injury and fibrosis.
Hyperuricemic patients have more progression to CKD and higher prevalence of
hypertension. Animals models have shown renal fibrosis induced by uric acid. It is not
known the role of innate immunity in the uric acid induced damage in kidney. To describe
the participation of the innate immunity in EMT and kidney fibrosis induced by uric acid
we used a rat model with higher plasma levels of uric acid uric (AOX-U). These rats were
feeding with oxonic acid 2% and uric acid 2% in regular chow during 7 weeks. Two
control groups were included, “control group” (C) receiving regular chow without the
supplements and the “ALL” group receiving not only the oxonic and uric acid supplement
but also allopurinol in drinking water. The plasmatic uric acid and urea levels were
checked during the follow-up. At 7 weeks the animals were euthanized and kidney tissue
was harvested to protein expression analysis, histology and mitochondrial physiologic
studies.

This model shows an increase of plasma uric acid levels and also the decreases in kidney
function in the AOX+U group. The uric acid levels were associated with fibrosis and
mononuclear inflammatory infiltrates in kidney. The EMT process was showed by light
and electronic microscopy, by the expression of FSP1 protein in kidney epithelial cells,
basal membrane disruption, and invasion of interstitial space. NLRP3 receptor was
increased in cell with high uric acid levels, and this was prevented by allopurinol. Both, the
canonical (caspase-1 dependent) and non-canonical (Smad 2/3) pathways were activated in
the uric acid induced injury, in compares with the C and ALL groups. In regard of the
nexus between the uric acid and NLRP3 receptor we were not able to demonstrate any
neither morphological nor physiological alterations in kidney mitochondria exposed to uric
acid. We conclude that in a rat model the high uric acid levels induce EMT programs,
showing a role of innate immunity through the canonical and non-canonical ways of
NLRP3 receptor.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION
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La transicion epitelio-mesenquimatica

Por numerosos afios se ha aceptado que toda célula procede de otra célula,
presentando similitudes morfo-funcionales con sus parentales [1]. En esta teoria se
considera implicitamente que una célula solo podra:

-dividirse asimétricamente para preservar la progenie

-dar origen a sus células hermanas ¢

-sufrir diferenciacion hacia linajes especificos

En este sentido los epitelios de los metazoos son emblematicos, cubriendo en su
estado de madurez tanto las superficies externas como conformando o revistiendo 6rganos
internos [2]. Ya que esta variedad de tejido sirve para funciones altamente especializadas,
se ha asumido que un estado de diferenciacion terminal es necesario una vez que el
desarrollo completo ha sido alcanzado [3].

Actualmente, estos conceptos paradigmaticos han sido desafiados por las ciencias
bioldgicas al considerar que, epitelios maduros pueden cambiar su fenotipo a partir de
presiones morfogénicas y regresar a estadios previos de su diferenciacion y
especializacion. Asi surge el concepto de Transicion Epitelio-Mesenquimatica (TEM),
proceso que favorece que células epiteliales polarizadas que normalmente interactlian con
su membrana basal, sufran una serie de cambios bioquimicos que les permiten adquirir
caracteristicas fenotipicas de células mesenquimaticas, otorgandole capacidad de
migracion, invasividad, resistencia a la apoptosis y una notable capacidad de producir
matriz extracelular. El fendmeno concluye con la degradacion de la membrana basal y la
migracion de la nueva célula mesenquimatica desde la capa epitelial donde se formé [4, 5].

La TEM es una variante de transdiferenciacion que cumple maltiples funciones en
los organismos pluricelulares, a saber: la dispersién de células embrionarias, la formacién
de fibroblastos en tejidos lesionados o el inicio de la diseminacion neoplésica de los
carcinomas [6-8]. Esto ha conducido a la clasificacion de la misma en tres subtipos
basicos: tipo | (embrionaria), Il (inflamatoria) y Il (neoplésica) (Figura 1). Si
consideramos el sentido mas puro de la terminologia utilizada para este proceso celular, la
TEM de un epitelio terminalmente diferenciado daria origen a fibroblastos tisulares [9].

Cuando la TEM es analizada en los tres subtipos arriba mencionados, es importante
considerar la existencia de mecanismos comunes subyacentes, reconociendo ciertas
similitudes fenotipicas, pero sin olvidar la existencia de algunas diferencias. En este

sentido la TEM tipo I nunca produce fibrosis ni un fenotipo invasivo, y puede generar el

17



TEM tipo Il TEM tipo Il

TEM tipo | -

e : o ‘ ) - | Epitelio ol & -” Carcinoma
| &) @ Epitelio o / secundario N5 primario

| '/ primario e A

/ .\%/ Células

/\EL/%/ Células \;_\\\‘\‘—_f/ Fibroblasto mestastasicas
e\ ‘/__7/*/’? mesenquimaticas N

A

e —

| & Lo o (AT . Nédulo
-~ / Epitelio | & % = %~ metastésico
w secundario el

Figura 1. Esquema de los TEM tipo I, 11, y I1l. Modificado de Zeisberg y Neilson (J Clin Invest 119:1429-
1437. 2009).

proceso reverso es decir la transicion mesénquimo-epitelial originando un epitelio
secundario. En tanto la TEM tipo Ill experimentada por los carcinomas, le confiere a
dichas células la capacidad de invadir y metastatizar.

Mientras que los estudios tradicionales han reforzado la importancia del aumento
de la matriz extracelular como el elemento principal que contribuye al deterioro de la
capacidad funcional de los 6rganos injuriados, como pulmén, higado, y rifion, actualmente
se ha focalizado la trascendencia del epitelio de estos érganos como posible fuente de
fibroblastos intersticiales [10-12].

Debido a que el objeto de estudio del presente trabajo de investigacion se centra en

la injuria inducida por el &cido Urico en el rifién, a continuacion se describe la TEM tipo II.

La transicion epitelio-mesenquimatica como fuente de fibroblastos (TEM tipo I1):

criterios diagnésticos

En la TEM Il los tejidos adultos o maduros dan origen a
miofibroblastos/fibroblastos como respuesta a la injuria asociada a la reparacion de
heridas, regeneracion tisular y organo-fibrosis. Ocurre como respuesta a un evento de
reparacion a trauma o lesion inflamatoria y cesa una vez que este estimulo es subsanado
[5]. Fibroblastos cultivados a partir de diversos tejidos, tienen perfiles genéticos diferentes
y que se comportan de manera disimil ante la exposicion a una variedad de matrices

extracelulares y citoquinas. Esto conduce a postular que una vez que los fibroblastos
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originados por esta variante de TEM, se ubican en el intersticio préximo al epitelio, los
tejidos quedan sensibilizados ante injurias desencadenantes de una respuesta fibrogénica
inducible a consecuencia de una inflamacion persistente [13-15].

Desde las primeras descripciones del fenémeno de TEM tipo Il llevadas a cabo en
estudios in vitro, se ha procurado establecer criterios que permitan demostrar y entender
coémo, las células epiteliales se transforman en fibroblastos tanto en los sistemas de cultivos
celulares como en los tejidos. En la tabla 1 se mencionan tales criterios, algunos de los
cuales seran analizados en el presente trabajo [16].

Las investigaciones realizadas in vitro han puesto en evidencia la importancia de
moléculas del tipo del TGF- y del EGF como inductoras de este cambio fenotipico. En
este sentido, estudios en cultivos de células epiteliales tubulares renales, que fueron
estimuladas con los factores antes mencionados en medio libre de suero originaron,
posterior a cinco dias de tratamiento, TEM tipo Il [17, 18]. Por otra parte, la remocion
temprana de los mismos permitié la restitucion del fenotipo epitelial, sugiriéndose la
reversibilidad del proceso [4]. Finalmente, dos aspectos de importancia de los sistemas in
vitro son: la resistencia a la muerte celular programada o apoptosis y la capacidad de
migracion celular que adquieren las células durante el proceso de TEM [19, 20].

El analisis de la TEM tipo Il in vivo es mas complejo que los estudios realizados in
vitro. Experimentos desarrollados en células epiteliales alveolares, en endotelio cardiaco y
en higado, han demostrado la importancia del uso de genes reporteros que se expresan en
los fibroblastos neoformados, denotando el origen epitelial de los mismos [10, 11, 21].

Sin embargo, cuando esta metodologia no esta disponible, la expresion de la
proteina FSP1 en células epiteliales o endoteliales, adyacente a zonas de disrupcion de las
membranas basales y ocasionales elongaciones citoplasmaticas hacia el intersticio son
marcadores de este fendmeno [7]. Okada y colaboradores [4, 22] han reportado, en un
modelo de enfermedad renal poliquistica, que células epiteliales tubulares FSP1+ también
expresan HSP47, con sintesis de novo de colageno tipo | o la pérdida parcial o completa de
E-caderina y citoqueratina. Ademaés, las células epiteliales en plan de sufrir TEM, neo-
expresan factores de transcripcion y relocalizan al factor CBF-A y al complejo -
catenina/LEF [18, 23, 24].

Estos antecedentes nos permiten entender y plantear a la TEM como un proceso
plastico, con diversos estadios intermedios y con variable expresion de los factores

anteriormente mencionados.
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Tabla 1. Criterios mayores y menores de TEM en sistemas biologicos desarrollados in vitro e in vivo [16].

Criterios de TEM in vitro

Criterios Mayores
-Expresion de novo de FSP1y DDR2

-Sobreexpresion de HSP47, colageno I (al), colageno 2 (a2), o vimentina

-Cambio en la expresion de caderina

-Relocalizacion nuclear de CBF-A o B-catenina/LEF or expresion de novo de: Snail, Slug o Twist
-Ausencia de marcadores epiteliales; pérdida de la expresion de citoqueratina o ZO-1

-Cambios en la morfologia celular: aspecto fusiforme con redistribucién de las fibras de estrés y
pérdida de la polaridad

-Resistencia a la apoptosis

-Motilidad incrementada

-Fenotipo estable una vez retirado el estimulo de induccion

Criterios Menores

-Abundantes filamentos intermedios y microfilamentos
-Pérdida de la condensacidn cromatinica asociada con la presencia de multiples nucléolos

-Abundante RER, lisosomas y pérdida de las uniones intercelulares a nivel ultraestructural

Criterios de TEM in vivo

Criterios Mayores

-Uso de un constructo reportero epitelial que se expresa localmente en los fibroblastos
recientemente formados

-Expresion de novo de FSP1 y posiblemente de DDR2 asociada con disrupcion de la membrana
basal

-Sobreexpresion de HSP47, colageno 1 (al), colageno 2 (02), N-caderina o vimentina
-Relocalizacion nuclear de CBF-A o B-catenina/LEF o expresion de novo por hibridacion in situ de
Snail, Slug, o Twist

-Pérdida parcial o total de marcadores epiteliales tales como citoqueratina, E-caderina o0 ZO-1
-Morfologia celular fusada con redistribucién de fibras de estrés o pérdida de la polaridad

Criterios Menores

-Localizacion de células con caracteristicas transicionales cerca del compartimiento epitelial

-Exclusion de posibles células progenitoras derivadas de médula 6sea

Durante el desarrollo de la TEM, cualquiera sea su tipo, se up o down regula la
expresion de diversas moléculas que pueden ser consideradas como biomarcadores de este
proceso. La Figura 2, permite una visualizacion en conjunto de la localizacion estas

proteinas.
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Figura 2. Esquema representativo de los biomarcadores TEM tipo Il. Se generan cambios moleculares,
asociados a incrementos @) o disminuciones ) de proteinas de membranas celulares, del citoesqueleto, de
factores de transcripcion y de la matriz extracelular.

Los biomarcadores de TEM pueden ser analizados de acuerdo a los siguientes
criterios:
-Marcadores de superficie celular

Un cambio de la expresion de los diferentes tipos de caderinas ha sido considerado
casi prototipico de la TEM. Una disminucién de los niveles de la E-caderina, con
incremento del tipo N, como el que se observa en células mesenquimaticas, fibroblastos y
células neoplasicas, ha sido usada para el seguimiento de este cambio fenotipico durante el
desarrollo embriol6gico y la progresion del cancer. Debido a que la caderina-OB es un
marcador de activacion fibroblastica, un cambio del subtipo E al OB es de interés en la
TEM tipo Il, asociada a fibrogénesis [25].

Un aspecto de importancia en este fenomeno, es la relocalizacion de las células
epiteliales desde el microambiente de las membranas basales hacia la matriz extracelular

fibrilar. En este contexto la integrina 6 y el receptor de tirosina quinasa DDR2 juegan
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roles fundamentales. [26-28]. DDR2, tras su union al colageno tipo | o X, up-regula la
expresion de la MMP-1 y consecuentemente favorece la motilidad celular [28].
-Marcadores del citoesqueleto

Un marcador controvertido de TEM es el filamento intermedio vimentina, el cual se
expresa en fibroblastos, células endoteliales y células hematopoyéticas [29, 30]. Un
aspecto de importancia es que, como esta proteina se inmunolocaliza transitoriamente en
células epiteliales adultas en respuesta a diversas injurias, no deberia ser analizada como
un marcador de TEM tipo Il durante la fibrogénesis [31]. Otro biomarcador citoesquelético
la a-SMA, uno de los seis miembros de la familia de las actinas. En los organismos
adultos, una expresion predominante de esta proteina se observa en las celulas musculares
lisas vasculares y en las mioepiteliales [32]. La TEM tipo Il se asocia a la presencia de
miofibroblastos que eventualmente pueden expresar este biomarcador. Tanto en la fibrosis
cardiaca, como en un modelo murino de poliquistosis renal se ha demostrado que la
mayoria de las células a-SMA+, son muy diferentes de los fibroblastos derivados en esta
variante de TEM [33, 34].

Otro marcador del citoesqueleto es la P-catenina, una proteina de membrana
citoplasmatica asociada a caderinas y que es un activador co-transcripcional junto al factor
TCF/LEF. Durante la TEM la B-catenina, puede ser localizada en citoplasma -como reflejo
de su disociacion de la E-caderina- o a nivel del nicleo celular [35].

Finalmente solo se mencionara a FSP1, como el prototipo de marcador
fibroblastico, el que se detecta en la TEM tipo Il y Ill [36, 37]. Este factor, uno de los
objetos de estudio del presente trabajo de investigacion, sera abordado mas en extenso con
posterioridad.

-Factores de transcripcion

Entre los factores de transcripcion involucrados en este cambio geno-fenotipico se
encuentra FTS-1. Este factor es un regulador de la expresion de una diversidad de genes
involucrados en la TEM, entre ellos FSP1, Twist, Snail-1, HMGA2, LEF1, Ets-1, E-
caderina, p-catenina, ZO-1, a-SMA, y vimentina [4].

La familia del factor de transcripcion Snail tipos 1, 2 y 3, es un punto de regulacién
de diversas vias de sefializacion involucradas en TEM, proceso en el que se encuentra
activada [38]. Si bien Snail es reconocido como un supresor de la E-caderina, también
cumple funciones tan importantes como: el incremento de la expresion de marcadores de

células mesenquimaticas/fibroblasticas (vitronectina y fibronectina), la disminucion de los
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marcadores epiteliales como claudinas y citoqueratinas, la inhibicién de la proliferacion
celular y el aumento de los niveles de MMP. Se ha demostrado que Snail-1 se halla
sobreexpresado en biopsias renales humanas con compromiso tabulo-intersticial y activado
en ratones transgénicos con snail-1 inducible por tamoxifeno resultando en TEM tipo Il y
fibrosis renal [39].

El factor de transcripcion hélice-asa-hélice Twist ha sido demostrado en los tres
tipos de TEM, vale decir durante la morfogénesis embrionaria, la fibrosis tisular y en el
desarrollo metastasico [40, 41].

-Proteinas de la matriz extracelular

Entre las moléculas asociadas a TEM y localizadas en los intersticios se halla la
fibronectina, proteina considerada como el andamiaje sobre el que se construye esa matriz
extracelular, lo que la ubica como un marcador de TEM tipo I. Sin embargo, dada a su
natural sobreexpresién en matrices fibréticas y desmoplasicas, su utilidad como
biomarcador en TEM Il y 11l es muy limitada [42, 43]. Pese a esto, investigaciones
desarrolladas in vitro, han demostrado el incremento de sus niveles en ambos tipos TEM
[25, 44].

De los marcadores de membranas basales, la laminina es el mejor biomarcador del
proceso en cuestion. El tipo | de esta proteina se halla down-regulado en ensayos in vitro
en lineas de carcinomas mamarios, con disrupcion y pérdida de su expresion en sistemas in
vivo durante la fibrosis intersticial renal [45, 46]. En contraste, la up-regulacion del tipo V
esta asociada a TEM tipo Il en el carcinoma hepatocelular y al tipo Il descripto en la
fibrosis pulmonar idiopatica [47, 48].

La proteina FSP1

Una de las mas interesantes proteinas encontradas en la proteémica del fendémeno

de TEM es la FSP1, también conocida en los seres humanos como S100A4 y considerada
un marcador prototipico de tal mecanismo [7, 49].

En el proceso de fibrosis tisular, la mayoria de las células epiteliales que sufren
TEM tipo Il la expresan tempranamente en su transicion hacia fibroblastos y, en ratones
cuyas células albergan un reportero para FSP1, se ha revelado que mas de un tercio de
todos los fibroblastos FSP1+ de higados y rifiones fibroticos derivan de TEM [11, 37].

De manera no menos importante se ha corroborado que en modelos animales de
cancer, las células neoplasicas a menudo expresan FSP1, como parte del programa

molecular de TEM tipo 11l [50]. En relacion a este biomarcador y al mecanismo de TEM
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tipo |, se la considera de poco valor para su determinacion, pues su expresion se vincula
solo con la aparicion del mesénquima embrionario donde se la detecta [10].

Como miembro de la super familia de las proteinas S100, FSP1 ha sido implicada
en interacciones entre el citoesqueleto y la membrana plasmatica, en transducciones
mediadas por Ca*™, y en el crecimiento y diferenciacion celulares [10, 51]. Se ha postulado
que, ante la presencia del ion divalente antes mencionado, FSP1 dimeriza y se une a la
porcion c-terminal de p-53 a nivel citoplasmatico. Este cambio molecular podria
incrementar los niveles de p-catenina libre, facilitando y perpetuando de esta manera el
fenotipo de TEM, confiriendo motilidad a células en proceso de transicién o induciendo
angiogenesis [17, 52-54]. Hasta aqui podriamos decir que la neo-expresion de FSP1 indica
la potencial presencia de un programa molecular determinante del fenotipo fibroblastico
observado en la TEM.

Por otro lado el andlisis del promotor del gen de FSP1 ha demostrado que este es
parte de un transcriptoma que es compartido por los genes de otros tantos factores como c-
myc, c-Fos, H-ras, Slap, TGF-B, FGF-1, 2, y 8, vimentina, a—SMA, agrecan, colageno tipo
Iy lll'y las MMP 2 y 9, complejizando de esta manera el analisis de este cambio geno-
fenotipico [37].

Epitelio tubular e intersticio renales

Los rifiones son drganos con una estructura compleja, la que se asocia a la
diversidad de funciones que cumple. Entre ellas se cuentan: la excrecion de productos de
desecho, la regulacién del balance de solutos y agua corporales, la regulacion de la presion
arterial y la secrecion de hormonas [55]. El parénquima de éste érgano se divide en dos
regiones facilmente reconocibles: la corteza y la médula. El rifion humano es un 6rgano
multipapilar. Su corteza es continua e indivisa; en tanto la médula, es discontinua con
piramides individuales que drenan regiones discretas de la corteza suprayacente. Cada
I6bulo en este tipo de rifion puede ser observado como la contraparte de un rifion
unipapilar entero como el que presentan las ratas y conejos [56].

La corteza renal es la porcion mas externa del parénquima y se localiza entre la
capsula del dérgano y los vasos arcuatos. Este sector contiene los glomérulos y una
poblacién heterogénea de segmentos tubulares. Los tabulos renales corticales incluyen: los
segmentos rectos alineados en los rayos medulares que se extienden desde la unién cortico-
medular hasta la cépsula, y los segmentos contorneados localizados entre los rayos

medulares en el laberinto cortical [55]. La porcién medular del rifion se extiende desde los
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vasos arcuatos hasta las puntas papilares. Esta region se divide en médula externa e interna
en relacion a la presencia 0 no de las asas del nefron. A su vez, la médula externa se
subdivide en las bandas externa e interna. La primera banda se caracteriza por la presencia
de los perfiles de los tubulos proximales. A su vez la médula interna ha sido dividida de
manera arbitraria en 2 o 3 regiones [55].

La porcion tubular de la nefrona y conductos colectores consiste en un tabulo de
naturaleza epitelial con variable estructura y funcién. Asi se describen:

-Tubulo proximal: este tabulo tiene porciones contorneadas y rectas, las cuales han
sido dividas en ratas y en base a su ultraestructura en los segmentos S1, S2 y S3 (Figura 3)
[56]. EI segmento S1 corresponde a la porcion inicial del tabulo contorneado proximal,
caracterizandose por células epiteliales cuboidales altas, con abundantes microvellosidades
y mitocondrias verticales localizadas en profundos plegamientos de las membranas
basolaterales [56]. Este segmento también contiene numerosas vesiculas endociticas y un
prominente compartimiento lisosomal. EI segmento S2, comprende la Gltima parte del
tubulo contorneado y la porcion inicial del recto proximal. Sus células son cuboidales, con
un corto ribete en cepillo, con pocas mitocondrias y escasos elementos del sistema
endosémico-lisosomal. Una particularidad es que los plegamientos de la membrana
basolateral son reducidos. En la rata se aprecia tanto en este segmento como en el S3, la
presencia de numerosos peroxisomas [57]. Finalmente, S3 se caracteriza por largas
microvellosidades y membranas plasmaticas basolaterales menos interdigitadas y escasas
mitocondrias, cuando se lo compara con los otros segmentos. En el tibulo contorneado
proximal se produce la absorcion de muchos solutos inorgéanicos (sodio, postasio,
bicarbonato, cloro, entre otros), organicos (glucosa, aminoacidos) y agua [58].

-Rama delgada del asa del nefrén: esta porcion se caracteriza por la presencia de
una estructura celular con pocas organelas y compartimientos de membranas plasmaticas
simples. Este segmento contiene cuatro tipos distintivos de células, conocidas como los
tipos I, I1, 111 'y 1V [59]. Presenta permeabilidad al agua y no a los solutos, participando en
el mecanismo de contracorriente, que permite la concentracién y dilucion de la orina [58].

-Rama ascendente gruesa del asa del nefron: en el borde de la médula interna y
externa se produce una abrupta transicion de las porciones delgadas hacia los limbos
ascendentes gruesos de Henle. Estas porciones se hallan tapizadas por un epitelio cuboidal,
que exhibe mitocondrias altas, empaquetadas y orientadas en sentido vertical. A nivel
apical se observan pequefias vesiculas endociticas y microproyecciones de las membranas

plasmaticas hacia el espacio luminal [60].
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Figura 3. Esquema ultraestructural de los segmentos del tabulo renal proximal. S1 (esquema superior); S2
(esquema medio); S3 (esquema inferior). Histology for Pathologists. 3 edicion. Capitulo IX. 2007.

En la rata se han identificado dos tipos celulares, conocidos como células lisas y
rugosas, en relacion a la cantidad de microproyecciones presentesn [61]. La presencia en
este segmento del co-trasportador NKCC2, sensible a furosemida, permite la reabsorcién
de solutos, manteniendo la osmolaridad intersticial. Ademés de la reabsorcion de sodio,
también se reabsorbe calcio y magnesio. Por ser este segmento relativamente impermeable
al agua, se obtiene una orina relativamente diluida. Por altimo, la porcién distal contiene a
la macula densa, constituida por las células epiteliales especializadas del aparato
yuxtaglomerular que participa en el balance tubulo-glomerular, el cual regula el flujo
sanguineo glomerular, preservando la filtracion en el corpusculo renal [58].

-Tubulo distal: con este término se incluyen tres porciones morfoldgica vy
funcionalmente diferentes: el contorneado distal, el segmento de conexion y la porcion
inicial del tabulo colector. La primera porcion presenta caracteristicas similares al limbo
grueso ascendente, salvo que los nucleos se localizan en la porcion apical del epitelio. El

segmento de conexion se identifica en el laberinto cortical y se caracteriza por la
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heterogeneidad celular: células del tdbulo contorneado distal, de conexidn, intercaladas y
principales [62]. Una de las principales funciones de este segmento es la secrecion de
potasio, regulada por mineralocorticoides y la absorcion de sodio através del
cotransportador NCC sensible a tiazidas. En las regiones mas distales, la presencia del
canal EnaC, sensible a amiloride participa en la retencion de sodio.

-Conducto colector: los segmentos del conducto colector son identificados de
acuerdo a la region que ocupan a través de la corteza, en el rayo medular y en la médula
propiamente dicha [63]. Se halla constituido por células principales y dos tipos de células
intercaladas; las de tipo A y las de tipo B, cuyas proporciones varian a lo largo de éste
tubulo, desapareciendo el Gltimo tipo en la porcion terminal del conducto [64, 65].

Ademas de la participacion en la secrecion de potasio, esta regién cumple una
funcién importante en la acidificacion y concentracion de la orina, presentando canales de
agua (aquaporinas) y de urea (UT-A) sensibles a vasopresina.

El intersticio cortical y medular es el compartimiento extravascular peritubular y
consiste de una matriz de colagenos tipo | y Il en humanos y I, Ill y V en ratas,
glicosaminoglicanos sulfatados y no sulfatados, glicoproteinas tales como fibronectina y
un fluido que alberga a células y al plexo de capilares [66]. EI volumen intersticial cortical
normal se estima que en los seres humanos es de hasta el 20%, en tanto en ratas es entre el
7% y 9% vy se divide en peritubular y en el de las vainas conectivas periarteriales [67, 68].
El primero de ellos se halla representado por zonas muy delgadas de separacion entre
tibulos adyacentes, con escasa celularidad y es el sector que contiene a los capilares
peritubulares, los que se asocian estrechamente a las membranas basales tubulares. El
correspondiente a las vainas perivasculares es un tejido conectivo laxo que se extiende
hasta las arteriolas aferentes. Contiene fibroblastos, macrdfagos, fibras nerviosas y
linfaticos. El intersticio medular es mas prominente que el cortical y se incrementa
conforme se avanza hacia la papila renal: 3 al 5% en la banda externa de la médula externa,
10% en la banda interna de la medula externa, hasta alcanzar el 40% en la médula interna
[67].

Las células del espacio intersticial incluyen a los fibroblastos y a un pequefio
numero de células migratorias del sistema inmunes: células dendriticas, macrofagos y
linfocitos [69, 70]. Los fibroblastos del intersticio renal han sido clasificados en varios
subtipos, como se describird a continuacion, aunque presentan caracteristicas similares:

todos contienen moderado desarrollo de las organelas proteinopoyéticas, tales como
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perfiles anastomosados de RER, ribosomas libres y aparato de Golgi, nacleo estrellado y
un citoesqueleto rico en actina, que forma placas de anclaje citoplasmaticas [71].

-Fibroblastos de las vainas perivasculares: contienen organelas mas numerosas y un
citoesqueleto de actina mas complejo que los fibroblastos corticales.

-Fibroblastos corticales: son células con ramificaciones delgadas y largas, que
establecen interconexiones con la matriz y células vecinas, sirviendo como un andamiaje
para glomérulos, tubulos y vasos renales [72].

-Fibroblastos medulares: los de la porcion medular externa son semejantes a los
anteriormente descriptos. Los que ocupan el espacio medular interno exhiben gruesos y
cortos procesos celulares y se orientan de manera perpendicular al eje de los tubulos, como
peldafios de una escalera.

-Células medulares cargadas de lipidos: son abundantes en la médula interna y
contienen precursores de prostaglandinas [73].

Las células dendriticas que funcionan como presentadoras de antigenos, son el
segundo tipo mas frecuente de células intersticiales renales y se localizan preferentemente
en la banda interna de la medula externa [74].

Los macrdfagos se localizan predominantemente en las vainas conectivas arteriales,
con grandes citoplasmas, cortos procesos celulares y un marcado desarrollo del sistema
fagocitico, vacuolas y vesiculas endociticas [75].

Finalmente, debemos considerar que los linfocitos son raros a nivel del intersticio
de un rifién normal y que neutréfilos y células plasmaticas estan virtualmente ausentes en

este compartimiento.

Transicion epitelio-mesenguimatica y rinon

Algunos conceptos de este topico ya fueron considerados en general. La progresion
de la ERC, es considerada como un proceso irreversible que eventualmente conduce al
fallo renal terminal, una condicién clinica grave que lleva a los pacientes a ser
dependientes de la dialisis o de un transplante del 6rgano [76, 77].

Esto genera un gran impacto en la sociedad desde los aspectos sanitarios y
economicos [78].

Los mecanismos patogénicos que subyacen a la ERC, se caracterizan por la
progresiva pérdida de la funcion renal a consecuencia de un lento depdsito y acumulacion
de matriz extracelular, conduciendo a una fibrosis tisular difusa. Es conocido que el

deterioro de este 6rgano es determinado por la extension y severidad de las lesiones
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intersticiales, tanto en modelos animales como en el ser humano. Independientemente de la
injuria inicial, ha sido descripto como un proceso monétono, caracterizado por la
activacion de novo de miofibroblastos intersticiales positivos para a-SMA [79, 80].

Mientras que el rol de los fibroblastos/miofibroblastos en la fibrosis renal esta bien
establecido, su origen y activacion permanecen aun controvertidos. Se ha sugerido que
derivan de células residentes del rifion o provienen de células progenitoras de la médula
Osea. Sin embargo, diversas investigaciones han demostrado la participacion del fendmeno
de TEM tipo Il en el aporte de células productoras de matriz extracelular. Se debe
considerar que el concepto de TEM tubular implica un proceso por el cual este tipo celular
pierde su fenotipo epitelial y adquiere nuevos y caracteristicos rasgos mesenquimaticos.
Aunque la TEM, en la fibrosis renal fue originalmente postulada como una hipotesis,
evidencias crecientes han implicado a este proceso como una de las principales vias que
conduce a la generacion hasta el 30% de los de fibroblastos/miofibroblastos en la
enfermedad renal progresiva [5].

Strutz y colaboradores [7] demostraron, en un modelo murino de dafio renal
inducido por anticuerpos anti-membrana basal tubular, que células epiteliales renales
expresan la proteina FSP1, postulando la posible existencia de TEM. Por otro lado, Ng y
colaboradores [81] pusieron en evidencia cambios morfologicos y fenotipicos de éste
proceso en un modelo de nefrectomia 5/6; mientras que en la nefropatia por obstruccion
ureteral unilateral se demostro la coexpresion de novo de a-SMA y marcadores epiteliales
con la produccion de fibronectina y colageno tipo | [82].

Poco se conoce respecto a la existencia de un segmento especifico de la nefrona que
pueda sufrir TEM. Aunque la mayoria de los sistemas usados para la demostracion de este
fendmeno in vitro, son células epiteliales tubulares proximales, no seria sorprendente que
bajo ciertos estados de injuria los segmentos distales también podrian participar del
progresivo dafio fibrético del drgano, teniendo en cuenta el origen embriolégico en comin
de ambas partes de la nefrona [83]. Por otro lado, el hecho de que la estimulacion de
células epiteliales de tubulo colector mIMCD-3 con TGF-B1, no sufra cambios
compatibles con el fenotipo mesenquimatico, refuerza la idea de que el mecanismo de
TEM remedaria en realidad una reversion hacia el estado embriologico [84, 85].
Finalmente, cabe destacar que las células del epitelio parietal glomerular podrian estar
también comprometidas por este cambio fenotipico, como se demostrara en ratas con ERC
[86].
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De manera mas que interesante, estudios realizados en biopsias renales humanas
han demostrado la existencia de este cambio morfo/funcional. En este sentido, Rastaldi y
colaboradores [87], han comprobado que independientemente del diagndstico
histopatoldgico, la TEM tipo Il esta presente en grado variable. Estos investigadores
corroboraron ademas, que el nimero de células con TEM se asocia al nivel de creatinina
sérica y al dafio intersticial, ubicando a este cambio geno-fenotipico en el centro de las

investigaciones actuales.

Regquladores extrinsecos de TEM tipo 1l en rifidn

Numerosos factores han sido involucrados como reguladores de la TEM en rifion.
En la tabla 2, se enumeran aquellos que promueven o inhiben tal proceso.

De los muchos factores identificados, quizas el profibrético mas importante, como
ya se mencionara sea el TGF-. Esta proteina, tiene la propiedad de iniciar y completar el
proceso de TEM.

El TGF-B, funciona como un efector consecuencia de otros factores. Asi es que
tanto, el FGF-2, la IL-1 y la Ang Il tienen acciones sinérgicas sobre el epitelio tubular
cuando se administran a cultivos que en el medio presentan TGF-$1, promoviendo los
cambios moleculares y morfol6gicos de TEM [25, 88, 89]. Ademas de los factores solubles
arriba mencionados otros extracelulares juegan también un rol de gran importancia:
colagenos tipo 1 y IV. El primero actia como promotor y el segundo como supresor del
proceso; habiéndose demostrado que la disrupcién en la composicion e integridad de la
membrana basal tubular induce cambios in vitro [90]. En este sentido las integrinas de
membranas también pueden desarrollar un papel importante en la induccion de TEM
(Figura 4). Otros factores extrinsecos inductores de TEM en el rifion son HIF-1 y la via de
plasmina, tras la escision del plasmindgeno por el tPA o la urokinasa [91].

Otro grupo que debe ser considerado es el de los que regulan negativamente la
TEM. En este contexto el HGF, es un bloqueante de la transformacién fenotipica de las
células epiteliales tubulares por TGF-$3 [84]. De la misma manera, estudios llevados a cabo
con la proteina BMP-7 han demostrado que la misma puede suprime la TEM tanto in vitro

como in vivo [92].
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Tabla 2. Factores extrinsecos involucrados en la TEM renal

Factores promotores y/o inductores de TEM
-TGF-B

-EGF

-FGF-2

-1L-1

-Ang Il

-MMP-2

Factores supresores de TEM
-HGF
-BMP-7

Vias de sefalizacion intracelular mediadoras de TEM Il en rifidn

Los mecanismos moleculares que subyacen a esta transformacion, son altamente
complejos y hasta ahora poco entendidos. Multiples vias de transduccion de sefiales han
sido involucradas en este contexto [93, 94]. Sin embargo, dada la trascendencia de la via
del TGF-B1-Smad 2/3 es que nos centramos en su descripcion (Figura 5).

La sefializacion TGF-f1 es transducida a partir de dos receptores de membrana del
tipo de serina/treonina quinasa conocidos como tipo | y Il y los mediadores intracelulares
Smads [95]. Luego de la estimulacion con el factor TGF-B1, se produce la fosforilacion de
Smad 2/3, la asociacién de este dimero con Smad 4 y la subsecuente translocacion al
nacleo celular, donde controlan la transcripcion de genes dependientes de la via en
cuestion (Figura 5) [94,96].

Pese a ser desarrollado con més detalle en el curso de este trabajo de investigacion
una mencién especial merece el receptor de inmunidad innata NALP3 6 NLRP3, que a
través de su via no candnica, seria intermediario de la via TGF-f, fosforilando Smad 2/3.

De esta manera Wang y colaboradores [97], demostraron la disminucién de Smad
2/3 fosforilada y la consecuente fibrosis en un modelo de injuria renal en ratones Knock-
out para este receptor, mientras que la sobre expresién de NLRP3 aumento notablemente la

expresion de Smad 2/3.
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Ademas de la clésica sefializacion a traves de las vias de las Smad, TGF-B1 puede
activar en células epiteliales tubulares renales varias otras vias, tales como p-38 MAPK,
Akt/proteina quinasa B, RhoA y B-catenina [98, 99].

@ PAI-1 ®

Plasminégeno ) & uPA/tPA TGF-B1
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PAR-1

EM
LOXL2 =9 snail1/2

Integrina

Figura 4. Esquema de los principales factores inductores TEM en el rifion. 1) Via TGF-B: a través de la
fosforilacion de Smad 2/3 y junto a la dimerizacion de Smad 4, se traslocan a nlcleo para inducir genes
participantes en TEM. 2) Via de integrinas a través de la sefial AKT. 3) Via inducida por hipoxia a través del
HIF-1. 4) Via de plasmina a través de su receptor PAR-1 y la via de ERK. Tomado y traducido de Strutz y
colaboradores (Kidney Int 75:475-478. 2009).

De manera méas que interesante se ha demostrado que la sobreexpresion inhibitoria
de Smad 7 al abolir la fosforilacion de Smad 2, impide la transformacion fenotipica de las
celulas tubulares renales, ubicando a la TEM inducida por TGF-B1 como primariamente
dependiente de una sefializacion Smad intacta [100].

Algunas investigaciones han demostrado que ILK es una molécula downstream
clave en el proceso de TEM inducida a través de la via que estamos analizando. ILK es una
proteina quinasa de serina/treonina involucrada en la regulacién de mdaltiples procesos
mediados por integrinas, tales como la adhesién y los cambios en la morfologia celulares,

expresion de genes y depdsito de matriz extracelular (Figura 5) [101].

Acido Urico y rindn

El acido drico (2,6,8-trihidroxi purina) es el producto final del metabolismo de las
purinas en humanos, pero es un producto intermediario en la mayoria de los mamiferos, ya

que es convertido en alantoina. Se produce principalmente en el higado por la accion de la
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enzima xantino oxidasa, y es inhibible por el allopurinol y el febuxostat (Figura 6), aunque
virtualmente todos los tejidos pueden producirlo.
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Figura 5. Esquema de las vias de sefializacion reguladas por TGF-£1 y Smad. Se destaca como la via TGF-
Bl y Smad conforman redes estimulatorias (flechas continuas) e inhibitorias (flechas interrumpidas), que
conducen a la transicion de una células epitelial hacia un fibroblasto-miofibroblasto en cuatro etapas (I-1V).
Modificado de Liu (J Am Soc Nephrol 15:1-12. 2004).

El &cido Urico es un acido débil, diprético (pKal= 5,3) por lo que a pH fisiol6gico
el 99% se encuentra disociado

En condiciones in vitro puede disociar un segundo proton (pKa2= 10,3) [102]. En
humanos la eliminacion del acido urico se realiza principalmente por via renal, esto queda
demostrado en los pacientes con ERC donde los niveles plasméticos se encuentran

elevado.
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Figura 6. Metabolismo del acido Urico. A partir de nucleétidos purinérgicos provenientes de la dieta o de la
degradacion enddgena se produce la sintesis de los metabolitos intermediarios. La enzima xantino oxidasa,
inhibible por allopurinol es la ultima etapa en la sintesis del &cido Grico. En animales no hominidos la
presencia de uricasa (inhibible por acido oxénico) convierte el &cido Urico en alantoina que es el metabolito
final de excresion.

Asi casi 2/3 del &cido Urico es excretado por los rifiones, mientras que el otro 1/3
restante lo es por el intestino, donde es metabolizado por bacterias de la flora intestinal por
un proceso denominado uricolisis intestinal [103]. EI manejo renal del &cido drico presenta
notables diferencias entre las especies. Los hominidos exhiben niveles entre 1 a 2 drdenes
de magnitud mayor, por el déficit de uricasa, de esta manera las cantidades y la eficiencia
en el manejo del mismo es diferente. Se acepta que en humanos, ratas y ratones el
resultado neto del manejo renal de acido urico es la reabsorcién, mientras que en cerdos,
conejos y aves predomina la secrecion. En humanos luego de la filtracion a nivel
glomerular se produce reabsorcion, luego secrecién, y finalmente reabsorcion post-
secretoria en el tubulo contorneado proximal, mientras que en roedores tanto el tdbulo
proximal como el distal participan en la reabsorcion y secrecion del acido drico [103].
Diferentes transportadores renales se han identificado en el manejo del acido urico:
URAT1, también conocido como SLC22A12, es uno de los mas importantes tanto en
humanos como en ratas [102, 104]. Este canal se encuentra en el borde microvelloso de las
células tubulares proximales, reabsorbiendo el acido urico al intercambiarlo con aniones.
Luego los uratos pasan a la sangre a través de la membrana basolateral, utilizando otros
trasportadores como el OAT1 y OAT3. El trasportador URAT1 es inhibible por
pirazinamida, benzbromarona, losartan y probenecid. El importante rol de este
transportador en la reabsorcion de acido drico queda evidenciado en el cuadro de

hipouricemia idiopatica que presentan los pacientes con una mutacion inactivante de este
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canal, los que exhiben un aumento de la fraccion excretada de &cido Urico en més de un
60% [105]. Diferentes estudios de asociacion genética han demuestrado que polimorfismos
de este transportador son responsables en parte de las diferencias en los niveles de &cido
arico en humanos [106]. De la misma manera el trasportador SCL22A9 [GLUT9] tiene
importante funcion en la reabsorcion del &cido drico. En la secrecion del &cido urico estan
involucrados los trasportadores activos: ABCG2, NPT1y NPT4 [102].

El rol fisiologico del acido arico no esta aclarado. Se lo ha considerado desde un
simple metabolito de descarte hasta producir beneficios evolutivos, que explican la pérdida
de la uricasa en hominidos al favorecer el desarrollo de sal sensibilidad, y de esta manera
lograr retener mayor cantidad de sodio y agua favoreciendo la supervivencia.

Actualmente se ha asociado al acido urico con la enfermedad cardiovascular y la
inflamacidn, incluso independientemente de la formacion de cristales. Aportando a esta
disyuntiva, las propiedades fisico-quimicas del é&cido drico demuestran tanto un
comportamiento anti-oxidante in vitro como pro-oxidante en algunos sistemas bioldgicos
[103]. Recientemente se ha demostrado que cristales de &cido Urico pueden activar, por
mecanismos no del todo aclarados, el receptor de inmunidad innata NLRP3 y desencadenar
una respuesta inflamatoria [107].

Niveles plasmaticos de acido Urico mayores de 7 mg/dl en hombres o mayores de 6
mg/dl en mujeres son considerados hiperuricemia. Diferentes defectos genéticos pueden
llevar a la produccion exagerada de acido urico y al deposito de cristales en diferentes
tejidos, denominandose Gota a la artritis mediada por cristales de acido urico. Estados de
lisis tumoral también pueden provocar cuadros similares. Sin embargo, en la mayoria de
las personas la hiperuricemia es asintomatica o con aislados episodios de gota. La
hiperuricemia moderada asintomatica es un estado bioquimico particularmente comun en
los seres humanos con hipertension arterial, sindrome metabolico o ERC. Por otro lado se
conoce que aproximadamente entre un 20% a un 60% de pacientes con gota, tienen un
compromiso de leve a moderado de la funcion renal y que entre un 10% a 25% desarrollan
ERC [108, 109].

Evidencias epidemioldgicas han sugerido una asociacion significativa e
independiente entre los valores de &cido urico y el deterioro renal, existiendo efectos
beneficiosos de la reduccion de tales niveles y el control del estado hiperuricémico [110,
111]. Sin embargo, por muchos afios ha existido controversia acerca de si el acido Urico
per se ejerce un rol etiolégico en la disfuncién y progresion del dafio tubulo-intersticial

[112]. La mayoria de los animales, como ya se mencionara tienen bajos niveles de acido
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urico sérico por la presencia de la uricasa hepatica [113]. Esto ha conducido a que el estado
de hiperuricemia en roedores deba ser inducido por la administracion de un inhibidor de la
uricasa hepatica, el acido oxoénico, a los fines de generar un modelo experimental para el
estudio de la hiperuricemia y la disfuncion renal [113].

Trabajos llevados a cabo por Kang y colaboradores [114] han demostrado, en un
modelo experimental de rifion remanente e hiperuricemia, que los animales exhiben, tras
cuatro semanas de tratamiento con acido oxonico: hipertrofia renal, hipertension arterial,
proteinuria, compromiso de la funcion del o6rgano y un mayor grado de
glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial que los animales controles, sin la formacion de
cristales de 4&cido Urico en los lumenes tubulares. Mazzali y colaboradores [113],
postularon la participacion de los sistemas renina-angiotensina y del NO como
mecanismos de dafio renal inducido por el acido Urico. Estos autores demostraron un
aumento del contenido de renina a nivel del aparato yuxtaglomerular, asociado a una
reduccion de la expresion de la enzima NOS1 en la macula densa. Esto llevo a postular
claros efectos de vasoconstriccion en la arteriola aferente y eferente, implicando de esta
manera a Angll en la patogénesis del dafio renal inducido por &cido Urico. Por otro lado,
Sanchez-Lozada y colaboradores [115], en ratas con leve hiperuricemia, demostraron un
incremento en la expresion renal de la proteina de nitratacion y superoxidacion lipidica,
NOX4; conjuntamente con un aumento en los niveles de Angll, otorgando al estrés
oxidativo un rol importante en la lesion tubulo-intersticial medida por el acido urico.
Recientemente se han comprobado cambios bioquimicos de TEM mediados por la
molécula antes mencionada. De esta manera Ryu y colaboradores [116], han corroborado,
tanto en ratas tratadas con acido oxdnico como en la linea de células tubulares NRK,
disminucidn de la expresion de E-caderina e incremento de a-SMA, con una atenuacion de
la fibrosis intersticial en los animales tratados con allopurinol. Ademas, se establecio que
el acido Urico aumento la expresion de los factores de transcripcion Snail y Slug, ambos
asociados con una disminucién de la sintesis del marcador epitelial arriba mencionado.

Sin embargo, y si bien los antecedentes descriptos establecen claramente que el
acido drico es un factor deletéreo per se de la funcion renal actuando a través de multiples
mecanismos, como la disfuncion endotelial [117], el estrés oxidativo [118] , la inflamacion
[119], generando cambios en la expresion de marcadores epiteliales/mesenquimaticos
[116]; hasta el presente no se han descripto modificaciones morfoldgicas subcelulares de
TEM en estados de aumento leve de sus niveles ni se ha analizado la participacién del

receptor NLRP3 en la génesis del dafio tubulo-intersticial inducido por &cido urico.
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La familia de los receptores Nod-like

Los vertebrados son seres multicelulares frecuentemente expuestos a una
multiplicidad de agentes infecciosos y no infecciosos. En animales inferiores la primera
linea de defensa contra estas noxas es la inmunidad innata, que consite en una serie de
respuestas estereotipadas ante la presencia de sefiales peligrosas infecciosas 0 no
infecciosas. En animales superiores, se agrega la respuesta inmune adaptativa que confiere
mas especificidad y memoria en las respuestas inmunitarias. En este contexto el concepto
de inmunidad innata se ha transformado a partir de la identificacion de los receptores Toll-
like de membrana y los NLR expresados en citosol [120].

Los productos celulares enddgenos asociados con injuria tisular o sefiales de dafio,
tales como sustancias toxicas, acidos nucleicos alterados o la presencia de compuestos
celulares normales en localizaciones intra o extracelulares atipicas pueden estimular a los
mecanismos innatos a través de los anteriormente mencionados NLR [121].

Si consideramos en conjunto a la familia de proteinas NLR, estas exhiben la
siguiente estructura quimica general:

-un dominio C terminal rico en repeticiones de leucinas (LRR)
-un dominio NACHT (Naip, CIITA, HET-E) y TP-1
-un dominio N terminal efector

Basados en el dominio N-terminal es que, las proteinas NRL han sido clasificadas

en las siguientes subfamilias: NOD, IPAF, Nalps y Naip (Figura 7) [122].

Los inflamasomas

El término de inflamasoma fue acufiado para describir a complejos proteicos de alto
peso molecular que activan a caspasas y consecuentemente a la citoquina inflamatoria IL-
1B, y deriva etimoldgicamente de la unién de las palabras inflamacion y el sufijo “soma”
que en griego significa cuerpo, el que es frecuentemente utilizado en la biologia celular y
molecular, como lo expresan los conceptos de ribosoma, proteasoma, liposoma y
apoptosoma [123]. Las caspasas son proteasas producidas intracelularmente como
zimdgenos cataliticamente inactivos que usualmente sufren procesamiento durante su
activacion [124].

Entre ellas se encuentran las llamadas caspasas inflamatorias [125]. En los
mamiferos se han descripto las caspasas humana y murina-1y -12 y las caspasas murinas -
11, -4y -5[122].
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Figura 7. Esquema de la familia de los receptores Nod-like. Los pertenecientes a la subfamilia Nalp
presentan el subdominio denominado pirina. Extraido de Lam y colaboradores (J Pathol 214:136-148. 2008).

Estas enzimas tienen como principales sustratos a las pro-citoquinas, pro- IL-1,
pro-IL-18, and posiblemente pro-1L-33, todas ellas mediadoras cruciales de la respuesta
inflamatoria. La caspasa 1, la que sera objeto de estudio en este trabajo, fue la primera en
ser descubierta en los mamiferos. Sin embargo, recién en 2002 se demostré que puede ser

activada por la via de los inflamasomas [126].

Inflamasomas prototipicos: NLRP3 [NALP3]

A pesar de la diversidad de esta familia de complejos macromoleculares se han
descripto tres inflamasomas prototipicos: NALP1, NALP3 e IPAF [127]. A continuacion
se describe a NALP3 actualmente conocido como NLRP3, cuya expresion sera analizada
en el presente trabajo de investigacion.

NLRP3 abarca a un complejo proteico multimeérico, que entre sus componentes
incluye al polipéptido descripto, a la proteina adaptadora ASC y a la caspasa-1 [128].
Como ya se mencionara, una vez activada esta caspasa, la misma cliva a la region del
aminoacido 116 del extremo N-terminal de la pro-1L-1p citosolica, para convertirla en su
forma activa de IL-1B [129]. También, se ha demostrado que esta caspasa puede activar

IL-18 e IL-33, habiéndose comprobado que la inhibicion de la produccién de ROS inhibe la
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secrecion de IL-1pB, sin comprometer la de IL-18, con lo que existirian mecanismos
diferenciales para el procesamiento de estas moléculas por el inflamasoma NLRP3 [130,
131]

En relacion a los mecanismos de activacion del inflamasoma NLRP3, estos estan
siendo gradualmente descifrados, conociéndose que responden a los llamados DAMPs y
PAMPs. Es bien conocido que antes de la activacion del inflamasoma son necesarias
sefiales de induccion o “cebado” de la via, para aumentar los niveles del receptor NLRP3 y
de la pro- IL-1B. Sin este “priming”de la via de la activacion del inflamasoma es ineficaz.
Bésicamente cualquier receptor o via de sefializacion que aumente los niveles celulares de
Nf-kP es suficiente para lograr este efecto; asi la activacion de TLR4, del TNF-R o del IL-
1R han demostrado capacidad de facilitar la activacion del inflamamsoma [132].

Se ha documentado un amplio rango de compuestos tanto enddgenos como
exogenos que activan al inflamasoma NLRP3, e incluyen ARN bacteriano, ATP, toxinas
como la Nigecirina que inducen la formacion de poros en paredes bacterianas, drogas anti-
virales del tipo de imidazoquinolina y cristales de aluminio, silice, asbestos, colesterol y
uratos [133, 134]. Notablemente la capacidad que tienen varios cristales de activar al
inflamasoma NLRP3 ha originado gran interés, pues esto ha permitido un mayor
entendimiento de mecanismos patogénicos de importantes enfermedades. Por ejemplo, el
fendmeno inflamatorio de la gota y la inflamacion vascular asociada a la arterioesclerosis,
resulta de la activacion de NLRP3 por cristales de acido urico y colesterol, respectivamente
[135, 136]. Ademas, la activacion de NLRP3 es disparada por los bajos niveles
intracelulares de potasio y por las radiaciones utravioletas [135, 137, 138]. La gran
diversidad de agonistas descritos ha llevado a proponer mediadores comunes de la
activacion del inflammasoma NLRP3. Hasta el presente se han postulado tres posibles
modelos por los cuales se pueden activar estos inflamasomas: eflujo de potasio, la
generacion de ROS vy la desestabilizacion de fagolisosomas que conduce a la liberacion de
catepsina-b al citoplasma celular [138].

Diferentes estudios lograron evitar la activacion del inflamasoma NLRP3 ante
diversos agonistas inhibiendo el eflujo de potasio incrementando la concentracion
extracelular o utilizando bloqueadores de canales de aquel ion [135, 139].

El segundo mecanismo mas estudiado es el que implica la activacién a través de la
generacion de ROS. Originalmente se demostrd que la produccion de ROS dependiente de
NADPH era un agonista directo de NLRP3. Sin embargo, estudios provenientes de

pacientes y animales con deficiencia de NADPH comprobaron que la activacion del

39



inflamamasoma permanecia sin alteraciones. Una segunda fuente de ROS como se
explicard mas adelante pueden ser las mitocondrias y, una alteracién mitocondrial llevar a
la activacion del inflamasoma. Sin embargo, bloqueando la produccion de ROS se ha
comprobado que el inflamasoma puede ser igualmente activado, complejizando el
entendimiento de las vias de activacion del mismo [140-142].

Finalmente un tercer mecanismo propuesto es la desestabilizacion lisosomal y la
liberacion de catepsina-b, la cual seria la mediadora de la activacion del inflamasoma [140]
independientemente de ROS.

Es probable que diferentes mecanismos funcionen simultaneamente ante algunos
estimulos severos, o por el contrario que diferentes agonistas despierten distintas vias de
activacion. En este sentido, se ha demostrado que la MAVS es fundamental en la
activacion del inflamasoma y en la interaccion del NLRP3 con la mitocondria, pero solo
antes estimulos no mediados por cristales. Asi el animal knockout para MAVS muestra una
activacion adecuada cuando es estimulado por &cido urico o silice, pero no cuando es
estimulado por ATP o nigericina [143].

El rol de este prototipo de inflamasoma en diversas enfermedades respiratorias,
cardiovasculares, renales y metabolicas destaca su importancia. Es bien conocida la
participacion del inflamasoma NLRP3 en las enfermedades inducidas por cristales como
silicosis, gota, ateriosclerosis y en diferentes nefropatias. Mulay y colaboradores [144]
utilizaron un modelo de nefropatia aguda por oxalatos, los cuales precipitan en los limenes
de los tabulos renales como sales de oxalato de calcio describiendo asi, una vinculacion
entre inflamasomas e inflamacion estéril, con la participacion de las células dendriticas
renales como el sitio donde se produce la activacion del complejo macromolecular que
estamos analizando [145].

En tanto, otros autores, han demostrado que la presencia cronica de estos cristales
son también inductores de este inflamasoma, por lo que su activacion también es un factor
del fallo renal progresivo en esta nefropatia [146]. De igual manera se ha comprobado a
nivel renal la participacion de NLRP3 en la cistinosis, a través de la activacion mediada
por cristales de cistina [147]. En modelos de nefropatia crénica, se ha reportado el papel de
NLRP3 en la progresion de la enfermedad renal, correlacionandose el grado de activacion
del mismo con el dafio renal, incluso en material proveniente de biopsias humanas [148].
Pese a la gran actividad de investigacion en esta area la participacién del inflamasoma en
la nefropatia inducida por &cido Urico y sus mecanismos de activacién no han sido

descriptos.
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NLRP3 [NALP3], sus vias candnicas y no candnicas vy el rifidn

Al presente se han acumulado evidencias que involucran la participacion del ya
descripto receptor NLRP3 en diversas patologias renales tanto por sus efectos canonicos
dependientes de IL-1f3 e IL-18 estimulatorias de la inflamacion; como por sus acciones no
canonicas, independientes de caspasa y dependientes de Smad 2/3, que pertenece a la
sefializacion TGF-B/Smad en la TEM v fibrosis intersticial (Figura 8) [149].

Funciones canénicas de NLRP3 [NALP3] en rifién

La expresion de NLRP3 en los compartimientos subcelulares dentro del rifién no ha
sido hasta el presente completamente caracterizada.

Se conoce que los fagocitos mononucleares renales, como macrdéfagos y células
dendriticas, expresan todas las moléculas constitutivas del inflamasoma NLRP3, y podrian
sufrir un tipo de muerte celular conocida como piroptosis, tras la activacion de caspasa-
1[150].

Sin embargo, a pesar de que las células parenquimatosas renales no-inmunes, no
secretarian IL-1B, pues no expresan su precursor luego de la activacion de NF-k, varios
reportes han informado de la sintesis y secrecién de IL-18 por células epiteliales tubulares
[150-152]. Esto implica que el eje NLRP3/caspasa-1 estd también presente en células
renales no inmunes. Zhang y colaboradores [153], han demostrado la expresion tanto de
NLRP3 como de ASC en podocitos, corroborando la produccion de bajos niveles de IL-1(
en una linea transgénica de este tipo celular.

Como ya se describiera, se ha comprobado la participacion del inflamasoma
NLRP3 en la nefropatia experimental por oxalato; asi como también su rol en la
inflamacion post-necrosis isquémica renal [144, 154].

Ademas se considera a la uromodulina (antiguamente conocida como proteina de
Tamm-Horsfald) como un estimulo para la activacion de NLRP3 en el asa ascendente
gruesa de Henle, una vez que es liberada al intersticio renal con posterioridad al dafio
tubular [155].

Funciones no-candnica de NLRP3 [NALP3] en rifidn

Diferentes estudios han reportado la activacion del receptor NLRP3 sin
participacion de caspasa ni la secrecion de I1L-1p.
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Figura 8. Esquema integral de los efectos mediados por NLRP3, TGF-B1 y Smad. Modificado de Anders y
Lech (Kidney Int 84:225-228. 2013).

Por otro lado la estimulacién con TGF-B, requiere de la presencia de NLRP3 y ASC
(pero no caspasa) para la fosforilacion de Smad 2/3 [97]. De este modo NLRP3, parece
estar involucrado en la TEM de células tubulares, un proceso que como ya fuera analizado
se halla asociado con la atrofia del parénquima, la fibrosis intersticial y la ERC. Se ha
demostrado la participacion del inflamasoma a través de sus vias no candnicas en
diferentes modelos de fibrosis, isquemia renal y nefritis lUpica, todos ellos poniendo en
evidencia la necesidad del receptor NLRP3 y no de los otros componentes del inflamasoma
(ASC y Caspasa) [156-158].

Estos resultados sustentan una participacion no-canénica del inflamasoma NLRP3
en la fibrosis renal y sobre todo en la TEM.

Mitocondrias, NLRP3 [NALP3] y acido Urico

Muchos circuitos metabdlicos y vias de sefializacion han involucrado a la

mitocondria en diferentes procesos fisioldgicos y patoldgicos a partir de las diversas

funciones que esta organela cumple en las células eucariotas. Solo unos pocos ejemplos de
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las mismas incluyen: la fosforilacién oxidativa, la biosintesis y catabolismo de diversas
moléculas, la homeostasis del calcio y la produccion de ROS a nivel intracelular [159].

La fosforilacion oxidativa es una gran fuente de ATP en las células eucariotas y
ocurre a través de la reduccion de O, a H,O a nivel mitocondrial. La reduccion del O, a
través de una serie de complejos proteicos (I al 1V) es usada para generar un gradiente de
H* que permite la sintesis de ATP en el complejo V. Este proceso conduce a la formacion
de varias especies intermediarias de ROS, las que incluyen O,, H,O, y los radicales
hidroxilos. Por lo tanto la mitocondria constituye la principal fuente celular de ROS.

Como ya se analizara previamente, una amplia variedad de sefiales de dafio pueden
activar a los inflamasomas NLRP3. Estas incluyen sefiales exdgenas como los
lipopolisacaridos bacterianos y endogenas, tales como el ATP y los cristales de urato
monosddico los que son indicativos de malfuncionamiento celular [160]. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales estos estimulos disparan la activacion de NLRP3 son poco
conocidos. A pesar de esto hay trabajos que proponen un mecanismo de integracion
mediado por organelas.

Hasta el momento dos grupos han postulado a la mitocondria como la
principal fuente de ROS que dispararia la activacion de NLRP3, constituyéndose asi en la
posible organela integradora de estas sefiales [161, 162]. Sin embargo, la mitocondria ha
sido vinculada a inflamasoma independientemente de la generacién de ROS. Zhou y
colaboradores [162], han hipotetizado que la mitocondria regularia a NLRP3 en dos
niveles. Uno de ellos es en respuesta a uratos monosddicos, donde tanto NLRP3 como
ASC se relocalizan en mitocondrias y en membranas del reticulo endoplasmico asociadas a
mitocondrias. Y un segundo nivel, la activacion del inflamasoma NLRP3 por silice,
aluminio y &cido urico afecta la deplecion de los canales mitocondriales aniénicos
dependientes de voltaje, los que completamente pueden abolir la generacion de ROS
(Figura 9). La activacion de NLRP3 mediada por virus o drogas como el linezolid también
puede ser mediada por mitocondrias [132].

No menos importante es la vinculacién del ADNmt con la activacién de NLRP3 al
menos bajo ciertas condiciones [162]. Estas investigaciones llevadas a cabo en macréfagos
derivados de médula 6sea, han demostrado que el ADNmt liberado al citosol en respuesta a
LPS y ATP, favorece la optima liberacion de IL-1f e IL-18 (Figura 9). Curiosamente, se
ha demostrado que también es importante la proteina conocia como MPT, pues su

inhibicién bloquea la secrecion de las interleuquinas arriba mencionadas, lo cual identifica
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un circuito en el cual NLRP3 podria actuar de manera upstream y downstream de la
mitocondria [162].

Por otro lado diferentes estudios han vinculado al acido urico con la disfuncion
mitocondrial. Lanaspa y colaboradores demostraron que en cultivos celulares, la
exposicion a altos niveles de acido Urico induce un estado de estrés oxidativo mitocondrial,
pérdida del potencial de membrana y alteracion morfoldgica de las mismas [163].

Quang y colaboradores [164] en células endoteliales comprobaron que la
hiperuricemia induce aumento del anion superdxido y peroxido de hidrogeno mitocondrial,
mediado por el incremento del calcio intra mitocondrial. Esta disfuncién mitocondrial fue
prevenida por el bloqueo de los intercambiadores mitocodriales de sodio-calcio. Siguiendo
esta misma linea, se ha reportado en un modelo in vivo que los niveles de acido Urico
inducirian una pérdida de la masa mitocondrial y mayor estrés oxidativo [165].
Considerando estos datos la relacion entre el &cido urico y la mitocondria podrian

constituir un nexo patogénico entre la activacion de NLRP3 y la hiperuricemia.

NLRP3
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ADNmt

Senales
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—> Liberacion de
IL-1B e IL-18

Figura 9. Esquema de la participacion integral de sefiales de dafio (DAMPs), mitocondrias y NLRP3 como
generadores de interleuquinas 11-1p e IL-18.
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HIPOTESIS

La progresion del dafio tabulointersticial renal cronico inducido por un estado de
hiperuricemia genera cambios morfolégicos y bioquimico de transicion epitelio-
mesenquimatica con la participacion de NALP3, actualmente conocido como NLRP3 en
sus acciones candnica y no canonicas.

La comprobacion de la hipotesis planteada podria develar posibles blancos
terapéuticos para prevenir, detener la progresion o revertir la enfermedad renal cronica,
mejorando asi la calidad de vida de la poblacion y reduciendo la morbi-mortalidad
asociada a estos estados. Consecuentemente descenderian los costos en salud publica y se

evitaria la disminucion de la poblacion econémicamente activa afectada por esta dolencia.
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OBJETIVOS

Obijetivo General

Analizar la presencia morfologica de la transicion epitelio-mesenquimatica (TEM)
y de moduladores de la inmunidad innata a nivel renal en un modelo de enfermedad renal

progresiva.

Obijetivos Especificos

- Evaluar la expresion de la proteina FSP1 como marcador de TEM y como
indicador de dafio renal generado por la hiperuricemia.

- Caracterizar a nivel ultraestructural el modelo de dafio tabulo-intersticial inducido
por acido urico, demostrando la localizacion subcelular de los factores asociados a TEM.

- Examinar la participacion del inflamasoma NLRP3 [NALP3] en la progresion del
dafio tubulo-intersticial inducido por acido Urico.

- Analizar cambios en la expresion de caspasa-1beta en el estado de hiperuricemia.

- Evaluar la expresion de Smad 2/3 fosforilada en la lesion renal inducida por &cido
arico.

- Analizar el estado morfo/funcional mitocondrial en un modelo de hiperuricemia
ex vivo.

- Estudiar el efecto de la hiperuricemia sobre la actividad mitocondrial in vitro.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS
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Animales y Desarrollo de Modelos Experimentales

En el presente trabajo de investigacion se emplearon ratas de la cepa Wistar,
machos, exocriadas, de 2 meses de edad, con un peso de 200 a 250 g. Todos los animales
fueron mantenidos en un bioterio con fotoperiodo (10 h de oscuridad y 14 h de luz) y
temperatura (25 + 2 °C) controlados, con acceso a agua corriente y alimento balanceado
(Cargill, Division Nutricion Animal, S.A.C.I., Cérdoba), suplementado con semillas de
girasol y avena.

Con el objetivo de generar un incremento significativo de los niveles de acido Urico
a nivel plasmatico se analizaron inicialmente diferentes modelos experimentales utilizando
un bloqueante de la uricasa hepatica, el &cido oxo6nico (Oxinic acid potassium salt 97%,
Sigma-Aldrich; St Louis, Mo, USA) con el agregado en algunos casos de &cido drico (Uric
acid U2625, Sigma-Aldrich; St Louis, Mo, USA). De forma paralela y con el propdsito de
confirmar que los hallazgos observados sean secundarios al &cido Urico y no al bloqueante
enzimatico, se les administr6 en el agua de bebida allopurinol en una dosis 150 mg/L

(Gador, Argentina).

Modelos experimentales

Modelo I: acido oxonico al 2% administrado por via oral en alimentos procesados.
Modelo II: &cido oxdnico administrado por inyeccion subcutanea (250 mg/kg).
Modelo I1l: iguales condiciones al modelo anterior + &cido urico por via
intraperitoneal (250 mg/kg).

Modelo IV: &cido oxonico y acido Urico administrados por via subcutanea a una
dosis de 250 mg/kg.

Modelo V: acido oxonico y acido Urico ambos al 2% via oral (AOX+U).

En funcion de los niveles de &cido Urico y al estado de disfuncidn renal (niveles de urea)
alcanzado por los animales de experimentacion se opt6 por el Modelo V, analizandose los
siguientes grupos experimentales:
Grupo C: ratas controles con dieta normosédica (C).
Grupo AOX+U: ratas sometidas a dieta normosddica y suplementada con acido
oxonico + acido urico ambos al 2% (AOX+U), por un periodo de 7 semanas.
Grupo ALL: ratas tratadas con acido oxonico + acido Urico ambos al 2% +
allopurinol (ALL), por un periodo de 7 semanas.

Para cada experimento se utilizé al menos 4 ratas por grupo.
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Evaluacién de los modelos experimentales

En los grupos experimentales se evaluaron los niveles de &cido urico y urea, en
muestras de suero a través de kits comerciales en un laboratorio de andlisis clinicos
especializados (LACE) de la ciudad de Cdrdoba, Argentina, donde se emple6 el método
enzimatico por autoanalizador. Las determinaciones antes mencionadas se realizaron los
dias 0, 28 y 49 de tratamiento.

Las muestras fueron recolectadas de sangre capilar a través de una incision de la
cola de los animales de experimentacion, previa anestesia con isofluorano 2,5% (Forane,
Abbott).

Analisis morfoldgico con Microscopia Fotonica

Cumplidas las 7 semanas de tratamiento los animales de los diferentes grupos
experimentales fueron anestesiados seglin peso corporal con Xxilazina 7 mg/kg (Alfasan,
Holanda)/ketamina 80 mg/kg (Ketonal, Richmon, Argentina) por via intraperitoneal. Se
corrobord la pérdida de la respuesta a reflejos doloroso (plantar y cola). Posteriormente se
realizd fijacion de los tejidos por perfusion intravascular. Para esto se canalizd el
ventriculo izquierdo con aguja curva 13-gauge, realizandose un corte en auricula derecha
para permitir la exanguinacion mientras se iniciaba la perfusion con solucion fisiologica
0,9% heparinizada (10 Ul/ml) a 20 ml/min hasta lograr el aclaramiento total de los tejidos.
Con posterioridad la solucion de perfusion fue reemplazada por formol al 4% en buffer
PBS (pH 7). Finalizada la perfusion, se separaron fragmentos de tejidos renales. Algunos
se colocaron en una solucién de formol al 4% para su posterior inclusion en parafina y
otros en solucion de Karnovsky 4% (formol 8% vy glutaraldehido 4%) para el analisis
ultraestructural. Las muestras incluidas en parafina fueron cortadas (micrétomo tipo
Minot) con un espesor de 4 um, desparafinadas, hidratadas y coloreadas con la técnica de
tricromico de Masson. Esta técnica fue empleada a los fines de realizar un estudio del
componente tdbulo-intersticial. Para dicho andlisis se utiliz6 el método estandarizado
“point-counting” con una grilla ocular de 10 x 10 a 400X de magnificacion, y contando la
cantidad de puntos coincidentes con el area intersticial en 10 campos consecutivos de
100X de la corteza renal de cada animal en el grupo C y AOX+U. Se consider6 area
intersticial a todo los puntos que no se correspondian con células tubulares, IGmenes,
glomérulos o espacios vasculares. Para dicho analisis se utilizo el software Image J VV1.34s
(U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) [166].
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Para el analisis de la inflamacion vy fibrosis intersticial renal se emple6 un estudio
semicuantitativo en cortes con tincion de tricrdmico de Masson, procediéndose a la captura
de un total de 110 areas fotograficas (55 en grupo C y 55 en grupo AOX+U) a una
magnificacion de 400X y tomadas al azar de regiones continuas de la corteza renal. El
grado de infiltrado inflamatorio fue caracterizado como: leve o ausente (sin infiltrado o
presencia de hasta un foco de menos de 5 células mononucleares intersticiales), moderado
(hasta dos cumulos de 5 células 0 mas) y severo (tres 0 mas cumulos de 5 células 0 mas; o
infiltrado continuo cubriendo mas del 10% del area analizada). El analisis fue realizado por
tres patélogos independientes (estudio cegado), con una buena concordancia entre ellos,
con diagnostico unanime en el 86,3% de casos y con un estadistico Kappa igual a 0,73 (p<
0,001).

Caracterizacion ultraestructural por Microscopia Electronica de Transmision

Con el objetivo de analizar la morfologia ultraestructural pequefios fragmentos de
rifidn de los grupos C y AOX+U se fijaron por inmersion en solucion de Karnovsky al 4%,
durante 4 h a temperatura ambiente, procesandose el material por la siguiente técnica:
- Lavado: tres lavados con agua destilada, de 10 min cada uno.
- Postfijacion con tetroxido de osmio al 1%, a temperatura ambiente por 2 h, en rotor.
- Lavado con agua destilada.
- Deshidratacion con acetonas de graduacion creciente 50%, 75% durante 5 min en cada
una; 90% por 10 min y 100% destilada y deshidratada sobre tamiz molecular N° 3 (Merk)
durante 15 min. Este paso se realiza a temperatura ambiente y en rotor.
- Inclusién en una mezcla de resinas epoxicas (medio de inclusion) compuesta de:
Araldita 506
Epon
Anhidrido dodecenilsuccinico (DDSA)
Diobutilftalato (DBP)

Acelerador dimetilaminobenceno (BDMA)

La inclusion fue realizada de acuerdo con la siguiente metodologia:

1- Infiltracion en una mezcla de partes iguales del medio de inclusion y acetona 100%
durante 3 h como minimo.

2- Pre-inclusion en una mezcla completa de Epon/Araldita a temperatura ambiente
durante 6-8 h.
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3- Inclusion final: en Epon/Araldita a 60 °C durante 24 h.

Con posterioridad las muestras fueron cortadas con ultramicrétomo a un espesor de
80 nm y recolectadas en grillas de niquel para luego ser contrastadas con una solucion de
acetato de uranilo alcohdlico a saturacion (1 min), lavadas con agua destilada y expuestas
finalmente a una solucion de citrato de plomo por un lapso de 2 min, para ser observadas y
fotografiadas en un microscopio electronico Zeiss Leo 906.

Estudio inmunohistoquimico de secciones en parafina

Con el material incluido en parafina, se realizaron inmunomarcaciones
empledndose anticuerpos policlonales para las proteinas FSP1, NLRP3, caspasa 1 y Smad
2/3 fosforilada.

Los anticuerpos primarios se diluyeron en PBS-BSA al 1% empledndose las
siguientes concentraciones:
anti-FSP1 (Abcam, ab27957) 1:200
anti-NLRP3 (Santa Cruz, sc34410) 1:150
anti-caspasa lbeta (Abcam, ab17820) 1:100
anti-Smad 2/3 fosforilada (Millipore) 1:100

Se utilizaron como anticuerpos secundarios:

-anti-conejo biotinilado: 1:130 para FSP1, caspasa 1beta y Smad 2/3 (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA).
-anti-cabra biotinilado: 1:200 para NLRP3 (Santa Cruz).

El amplificador de sefial empleado fue el sistema avidina-biotina (ABC)
(Vectastain ABC Kit-Vector Laboratories USA) y como revelador el cromdgeno
diaminobencidina (DAB) (3,3 diaminobenzidine- tetrahydrocloride-Sigma-Aldrich, St
Louis, USA).

Para demostrar la especificidad de las reacciones inmunohistoquimicas, las
secciones fueron incubadas con PBS-BSA 1%, en reemplazo de los anticuerpos primarios
(control negativo) y se emplearon los siguientes controles de positividad:

-FSP1: inmunomarcacidn en tejido amigdalino humano.

-Smad 2/3 fosforilada: carcinomas folicular y papilar de tiroides.

A continuacion se detalla la técnica inmunohistoquimica aplicada:
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e Desparafinizacion en tres xiloles y en etanoles de graduacion decreciente e
hidratacién en agua destilada
e Recuperacion antigénica
- Micro-ondas (potencia 800 W) en buffer citrato (pH 6) o EDTA (pH 8), durante
30 s al 100% de potencia y posteriormente al 20% de potencia por 14 min.
- Lavado con PBS y aspirar exceso de liquido.
e Bloqueo de la actividad de la peroxidasa endégena
- H,O, (Baker) al 3 % en metanol por 15 min.
- Lavado en PBS: 2 lavados de 5 min cada uno.
¢ Bloqueo de uniones no especificas
- Suero normal de cabra 1:20 en PBS-leche 1,5% o PBS-BSA al 1% a temperatura
ambiente por 30 min.
e Incubacidn con anticuerpo primario
- 1 h a temperatura ambiente y posteriormente toda la noche a 4 °C.
- Lavados con PBS, 3 veces por 5 min cada uno.
e Sistema de revelado
- Antisuero secundario biotinilado diluido en PBS-BSA 1% por 30 min a temperatura
ambiente.
- PBS: 3 lavados de 5 min cada uno.
- Sistema ABC, en una dilucién de 1:100 en PBS durante 30 min a temperatura ambiente.
- Lavados con PBS por 5 min.
- DAB (2,3 mg. de DAB en 3,3 ml de TRIS-HCI 0,2 M pH 7.6). Incubacién: DAB diluida
en tampon TRIS-HCI 0,2 M pH 7.6 al que se agrega 50 ul de H,0, al 3%.
e Contracoloracion
- Hematoxilina durante 30 s
e Deshidratacion y Montaje
- Inmersion de los cortes en etanol de graduacion creciente durante 2 min y dos pasajes en
xilol de 2 min cada uno. Montaje con balsamo sintético y cubre objeto.
En las secciones de rifiones incluidos en parafina y donde por la técnica de
inmunohistoquimica se analizaron las proteinas de interés FSP1, NLRP3, caspasa 1 y
Smad 2/3 se emple6 una superficie total de 1,6 x 10° um? contabilizando el nimero de

tubulos que expresaran dichas moléculas en al menos 2 células epiteliales. Se utilizo el
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software Image J VV1.34s (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) y
AxioVision V4.8.2 (Carl Zeiss Microimaging).

Inmunolocalizacion a nivel de Microscopia Electronica

A- Procesamiento del material

La fijacion para la inmunolocalizacion se realizé por inmersién con Karnovsky al
1,5 % en buffer cacodilato y la inclusion de los fragmentos de tejido renal fue llevada a
cabo de acuerdo al siguiente procedimiento:
- Deshidratacion: etanol 50°, 70°, 90°; durante 15 min en cada uno a temperatura ambiente.
La preinclusion e inclusion se realizé en resina acrilica LR White (The London Resin Co.
Ltd) de acuerdo al siguiente procedimiento.
- Preinclusién: LR White-alcohol 90°: por 2 h.

LR White: por 30 min. Luego se realiza un cambio para dejarlo toda la

noche.

- Inclusién en LR White, en anaerobiosis a 50° durante 24 h, en capsulas de gelatina.

B- Técnica inmunocitoquimica
Los fragmentos de corteza renal incluidos en LRW fueron seccionados en cortes
finos de 80 nm (color de interferencia dorado) con cuchilla de diamante en un
ultramicrétomo Jeol JUM-7. Los cortes se montaron en grillas de niquel de 250 barras sin
soporte. Los cortes se inmunomarcaron sobre gotas de los reactivos depositados sobre
parafilm.
El protocolo de las reacciones inmunocitoquimicas comprendié la siguiente
secuencia:
- Bloqueo con PBS-Albdmina al 1%, por 15 min a temperatura ambiente.
- Incubacién con anticuerpo primario; toda la noche a 4 °C.
anti-FSP1: 1:50
anti-NLRP3: 1:50
anti-Smad 2/3 fosforilada: 1:50
- Lavado con PBS.
- Bloqueo con PBS-Albdmina al 1% por 15 min a temperatura ambiente.
- Incubacion con proteina A oro coloidal y/o Ig-G anti-conejo unida a oro (dilucion 1:20),
por 30 min a 37 °C.
- Lavado con agua destilada.
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- Secado de los cortes a 37 °C.
- Coloracion con solucion acuosa saturada de acetato de uranilo por 30 s. Los cortes fueron

examinados y fotografiados en un microscopio electronico de transmision Zeiss Leo 906.

Técnica de Western Blotting

A- Separacion electroforética de proteinas en base al peso molecular en
condiciones desnaturalizante de homogenatos renales

Fragmentos de tejido renal cortical, previo al contacto con la solucion de fijacion,
fueron obtenidos y lisados en hielo con la adicion de 200 ul PBS refrigerado con Igepal
CA-630 1.25%, EDTA 1 mM, PMSF 2 mM, leupeptin 10 pg/ml y aprotinin 10 ug/ml.
Posteriormente se realizd centrifugacion a 14,000 g por 30 min a 4 °C. El sobrenadante fue
recuperado y guardado en alicuotas congeladas a -70 °C hasta su uso.

La concentracion total de proteinas fue medida con un kit comercial (Bio-Rad Kit;
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Las proteinas fueron desnaturalizadas por calor y
sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE, usando una
concentracion del 4% en el gel concentrador y 10% en el gel de corrida.

Las dimensiones de los geles fueron 8.2 cm x 5 cm x 1 mm (Miniprotean 1l, Bio
Rad) donde se sembraron 50 ug de proteina para la determinacién de caspasa-1 beta.

Para verificar el peso molecular de las proteinas de interés se utiliz6 un marcador de
pesos moleculares (Full Range Rainbow Molecular Weigh; Amersham Pharmacia
Biotech).

B- Transferencia e inmovilizacion a un soporte soélido
Completada la electroforesis se realizo la transferencia. Una porcion de membrana
de nitrocelulosa (0.45 um de poro, Hybond ECL Amershan.) con una dimension similar al
gel, se equilibr6 durante 15 min en la solucion preparada de acuerdo a Towbin vy
colaboradores [167] compuesta por 25 mM Tris, 192 mM de Glicina y 20% de metanol.
Posteriormente se pusieron en contacto la membrana con el gel de poliacrilamida y en una

cuba (Bio-Rad) se efectud la transferencia durante 1 h a 300 mA, en agitacion constante.
C- Formacion y deteccion del complejo antigeno-anticuerpo

- Blogueo de sitios de unién no especifica con PBS-Tween 20 (0,1%)-leche 5%; 1h en

agitacion a temperatura ambiente.
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- Incubacién con anticuerpo primario anti-caspasa 1 (1:200. Abcam, ab17820) diluido en
PBS-Tween-20 (0,1 %)-leche 5% a temperatura ambiente, en agitacion.

- Lavado con PBS-Tween-20 por 30 min, en agitacion a temperatura ambiente.

- Incubacién con anticuerpo secundario de cabra anti-conejo (Jackson Immunoresearch
Labs Inc, West Grove, PA, USA) diluido 1:2500 en PBS-Tween-20 (0.1%)-leche 5% por 1
h en agitacion a temperatura ambiente.

- Lavado con PBS-Tween-20 por 30 min, en agitacion.

- Incubacién con agente de deteccion quimioluminiscente (Kit ECL Amersham).

- Exposicion de la membrana a una placa fotogréafica (Kodak) para la deteccion de las
sefiales quimioluminiscentes procedentes de los blots de las proteinas (Hyperfilm ECL
Amersham).

- Revelado y fijacién de la placa fotografica (Kodak).

Las densidades de las bandas correspondientes a los resultados del Western blot fueron

analizados con el programa Image J 1.47 software (National Institute of Health, USA).

Anélisis de la funcionalidad mitocondrial

Estos experimentos se llevaron a cabo en el Departamento de Bioquimica, CCB,
UFSC (Florianopolis-Brasil) bajo la supervision de la Profesora Dra. Alexandra Susana
Latini. Se realizaron estudios de fisiologia mitocondrial utilizando oxigrafo de alta
resolucion (Oroboros Oxigraph 2K, Austria). Se analizaron los estados respiratorios 3 y 4,
para obtener el indice de control de respiracion (RCR) que es la relacion de estado 3/estado
4. Para esto se afadio en cada camara del oxigrafo sustrato para complejo respiratorio I,
NAPH dependiente (Piruvato 2 M + Malato 0,8 M) seguido de un periodo de estabilizacién
(estado 1V), tras lo cual se adicion6 ADP 0,5 M (estado 3). Lo mismo se realiz6 para el
complejo 11, FADH2 dependiente, con el agregado previo de Rotenona 1 mM para inhibir
el complejo 1, utilizandose como sustrato del complejo 1l Succinato (1mM), y luego del

periodo de estabilizacion (estado 1V) se agregé ADP 0,5M (estado 3).

1) Estudios in vitro de estados respiratorios
A) Mitocondrias aisladas de rifion de rata Wistar macho
Se realizé el aislamiento de mitocondrias renales segln técnica ya descripta por
Latini y colaboradores [168]. Resumidamente, a partir de pequefios fragmentos de tejidos

renal, los cuales fueron homogenizados a 300 rpm con homogenizador mecanico en
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solucidn respiracion compuesta por fosfato monopotasio 4,5 mM, sacarosa 300 mM, &cido
3-(N-Morpholino) propanesulfénico/acido 4-morpholinepropanesulfénico (MOPS, Sigma
M1254) 5 mM, EGTA (Sigma E3889) 1 mM vy albumina sérica bovina 0,1%.
Posteriormente se realizo centrifugacion fraccional, iniciandose a 3000 g durante 10 min a
4 °C. A continuacion se recupero el sobrenadante y se realiz6 una segunda centrifugacion a
17.000 g, obteniéndose un pellet conformado principalmente por mitocondrias, el cual fue
resuspendido en 250 ul de solucion respiracion. El dosaje del contenido total de proteinas
de la suspension se efectud a traves de kit comerciales (Bradford) a fin de sembrar
cantidades equivalentes de proteinas mitocondriales en cada prueba fisioldgica.
Posteriormente, se colocaron 0,12 mg/ml de proteina mitocondrial en cada cdmara
del oxigrafo de alta resolucion en 2000 ml de solucidn respiracién con concentraciones
crecientes de &cido urico (5, 7 y 10 mg/dl). Con cada concentracion de &cido urico se
obtuvieron los estados respiratorios 3 y 4, y el RCR. Los experimentos se realizaron al
menos 3 veces con mitocondrias de diferentes animales. Cada animal fue testeado al menos

3 veces, promediandose las mediciones.

B) Cilindros de corteza renal de animales controles

Cilindros de corteza renal de 1 x 2 mm fueron seccionados con bisturi a 4 °C, y
luego permeabilizados con saponina 100 ug/ml de buffer respiracion durante 40 min.
Posteriormente durante las mediciones fueron inmersos en buffer respiracion con
concentraciones crecientes de &cido urico (5, 7 y 10 mg/dl). Con cada concentracion de
acido drico se obtuvieron los estados respiratorios 3 y 4, y el RCR. Los experimentos se
realizaron al menos 3 veces con mitocondrias de diferentes animales. Cada animal fue

testeado al menos 3 veces, promediandose las mediciones.

2) Estudio ex vivo de estados respiratorios en mitocondrias aisladas de rifiones del
modelo de hiperuricemia cronica

Se procedié a realizar el aislamiento de mitocondrias renales, a partir de pequefios

fragmentos de tejidos renal de cada animal del grupo C y AOX+U. Se analizaron

mitocondrias de 4 ratas por grupo, y se realizaron al menos 3 mediciones por animal. Se

obtuvieron los estados respiratorios 3y 4, y el RCR.
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3) Medicion de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria por
espectrofotometria
Tejido renal, tanto del grupo C como del AOX+U, fue homogenizado en frio a 1300 rpm
con homogenizador mecanico en 250 mM sucrosa, 2 mM EDTA, 10 mM Tris y 50 Ul/mL
heparina. Los homogenatos fueron centrifugados a 800 g durante 10 min a 4 °C. El pellet
resultante fue descartado, tomandose el sobrenadante para el analisis de la actividad de los
complejos enzimaticos.
La actividad de los complejos I, 1I-111 y succinato dehidrogenasa fueron determinados de
acuerdo al método de Fischer y colaboradores [169]. La actividad de los complejos IV y V
fueron medidos segun Rustin y colaboradores [170], mientras que los complejos I-111 fue
analizados de acuerdo al método descrito por Schapira y colaboradores [171]. Finalmente,
la actividad del complejo | fue realizada de segun Cassina y Radi [172].

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 empleando el software SPSS 17.0 (version de
descarga libre desde intenet). Se utiliz6 la prueba de Levene para igualdad de varianzas,
test T para comparacién de 2 variables cuantitativas de distribucion normal, ANOVA para
datos cuantitativos de 3 o mas variables y el test de Chi cuadrado para las variables
cualitativas. Coeficiente Kappa para comparar la concordancia entre la clasificacion del
infiltrado inflamatorio entre médicos pat6logos.
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CAPITULO 3

RESULTADOS
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Funcién renal: cambio inducido por &cido Urico

El tratamiento de ratas macho de la cepa Wistar con &cido oxoénico (inhibidor de la
uricasa hepatica) suplementado con &cido Urico ambos al 2% (AOX+U), indujo un
incremento significativo de los niveles plasmaticos de este Gltimo respecto de los animales
controles (p<0,02), alcanzando valores de 2,2+0,5 mg/dl en relacion a los 0,9+0,7 mg/dI
determinados en las ratas sin tratamiento a las 7 semanas (Figura 1). Esta diferencia se
pudo objetivar al menos desde las 2 semanas de iniciado el tratamiento. En tanto que el
agregado de allopurinol en agua de bebida, evitd tal incremento de los niveles de acido
urico, alcanzando 1,0+0,3 mg/dl, no demostrandose diferencia respecto al grupo control
(p=1,0).

A las 7 semanas de tratamiento con AOX+U, los animales experimentaron un
aumento significativo de los niveles de urea en plasma, alcanzando valores de 58,816
mg/dl, mientras que el grupo C mantuvo promedios de 42+3 mg/dl y el grupo ALL
28,5+2mg/dl (p < 0,001) (Figura 2).
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Figura 1. Niveles plasméticos de &cido Urico en ratas Wistar control y sometidas a tratamiento AOX+U.
El grupo experimental AOX+U evidencia un incremento significativo de los niveles de acido drico
respecto del grupo C y ALL desde la segunda semana de tratamiento. C, grupo control; AOX+U grupo
con suplemento de &cido oxonico y &cido drico; ALL, grupo tratado con allopurinol ademas del &cido
oxonico y acido Urico. *p<0,02 respecto grupo Cy ALL.
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Figura 2. Niveles plasmaticos de urea. En animales tratados con AOX+U se observa un incremento
significativo de los niveles de urea comparados con los animales del grupo C y ALL. C, grupo control;
AOX+U grupo con suplemento de &cido oxonico y acido Urico; ALL, grupo tratado con allopurinol
ademas del &cido oxonico y acido urico. *p<0,01 respecto grupo C y ALL.; # p<0,01 respecto grupo C y
AOX-U.

Cambios macroscopicos de rifiones de ratas tratadas con acido 6xonico vy

suplementadas con acido drico

Tras 49 dias de tratamiento con &cido oxdnico suplementado con &cido drico, los
rifiones presentaron cambios morfoldgicos bilaterales en su superficie externa, comparados
con los animales controles (Figura 3). La misma exhibi¢ retracciones de aspecto cicatrizal
que no arrastraban parénquima al decapsular el érgano. Al corte tal afeccion solo

comprometid zonas renales corticales con una distribucién irregular.

Figura 3. Superficie externa de rifiones de ratas controles (A) y del grupo AOX-U (B).
Se aprecia cicatrizacién y depresion de la superficie externa del érgano tras su
decapsulacion.
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Andlisis morfoldgico de la corteza renal de rata macho hiperuricémicas

Las areas corticales renales de los animales del grupo AOX+U exhibieron
marcados cambios estructurales a nivel del tdbulo-intersticio.

A las 7 semanas de tratamiento, se identifico un incremento relativo del 72% del
area intersticial renal en la ratas expuestas a mayores niveles de &cido Urico en
comparacion con las ratas controles. Asi el intersticio renal representd el 8% del area
fraccional renal en el grupo C, mientras que los animales con altos niveles de &cido urico el
area intersticial alcanzo el 13,8% (p<0,001) (Figura 4).

El andlisis morfoldgico realizado por microscopia foténica puso en evidencia
marcado infiltrado inflamatorio mononuclear, edema y areas con incremento de la matriz
extracelular intersticial, que adoptaron una distribucion multifocal intertubular en los

animales hiperuricémicos respecto a los controles (Figura 5).
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Figura 4. Porcentaje del &rea fraccional renal en ratas macho controles y expuestas a altos niveles de &cido
Grico. El grupo AOX+U evidencié una mayor area intersticial renal en comparacion al grupo control
(13,8+0,02 vs. 8,5+0,08; *p<0,001).

semanas (B). En los animales controles (A) se aprecia disposicion de espalda contra espalda de los tibulo
renales, con escaso intersticio interpuesto. El estado de mayor nivel de &cido Urico (B) se asocia a expansion
intersticial debida a infiltrado inflamatorio mononuclear, edema y fibrosis (flechas). Tricrémico de Masson.
400X
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El estudio ultraestructural del tubulo-intersticio de los animales del grupo AOX+U
mostr6 numerosas fibras coldgenas maduras y fibroblastos (Figura 6-A), asi como células
linfoides y mastocitos (Figura 6-B), distribuidos en torno a tabulos renales algunos de los
cuales exhibieron cambios subcelulares de TEM (Figura 7).

El tratamiento con AOX+U indujo cambios morfoldgicos subcelulares del epitelio
de los tabulos contorneados proximales. Se apreciaron modificaciones en la porcion basal
de los mismos, con rarefaccion de las membranas basales y extensiones citoplasmaticas

hacia el espacio intersticial (Figura 7).

Figura 6. Microfotografiia electronica de rata trata con &cido oxonico y &cido urico por 7
semanas. A-Se aprecia incremento significativo de las fibras colagenas intersticiales asi como
fibroblasto maduro. B-Mastocito con citoplasma cargado de granulos marcadamente
electrodensos y algunos con discreta electrolucidez. 7500X
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Figura 7. A-Microfotografia de porcién basal de epitelio tubular de rata normouricémica (7000X). B-Micrografia
electronica de rata Wistar macho expuesta a altos niveles de &cido Urico que muestra tdbulo proximal con
modificaciones estructurales de su membrana basal, edema intersticial e infiltrado inflamatorio mononuclear (3000X). A
mayor magnificacion y comparando con los tubulos de un animal normouricémico (A), se identifica rarefaccion de la
membrana basal tubular (MBT) (C-flecha-10000X) y extensiones de citoplasmas epiteliales que atraviesan pérdidas
focales de la MBT (D-asterisco- 10000X).

El analisis del infiltrado inflamatorio intersticial en los cortes de parafina del grupo
C (n=55 fotos) y AOX+U (n=55 fotos) fue realizado por tres patélogos independientes con
una buena concordancia entre ellos, mostrando diagnéstico unanime en el 86,3% de fotos y
con un estadistico Kappa igual a 0,73 (p< 0,001).

Las ratas del grupo AOX+U presentaron en el 39% de las areas analizadas un
infiltrado inflamatorio con una intensidad de moderada a alta, en tanto que los animales
controles se identificaron muy escasas células mononucleares en el espacio peritubular

(Figuras 5y 8).
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Figura 8. Infiltrado inflamatorio intersticial renal. Las ratas Wistar macho con mayores niveles de acido
arico (AOX+U) presentaron en un 23% y 16 % de las areas analizadas moderado y alto grado de
infiltrado inflamatorio mononuclear respectivamente; mientras que en el grupo control todas las &reas
analizadas presentaron escasa o nula cantidad de células inflamatorias mononucleares. *p<0.001 vs.
control.

Inmunolocalizaciéon de la proteina FSP1 a nivel de microscopia fotdnica y

electronica

La inmunomarcacion realizada en secciones de parafina para FSP1, proteina
marcadora del fendmeno de TEM cuando se expresa en células epiteliales, evidencio
inmunopositividad citoplasméatica para esta proteina. En el grupo control hubo
inmunoreactividad predominantemente en las paredes vasculares, mientras que en el grupo
AOX+U las células inmunopositivas se distribuyeron tanto a nivel intersticial como en el
revestimiento epitelial tubular (Figura 9). Se analizaron 463 tdbulos del grupo C,
correspondientes a 10 microfotografias a 400X de magnificacion por cada animal y en 3
animales y 587 tubulos en el grupo AOX+U, correspondientes a 10 fotos en cada uno de 4
animales y a igual aumento. El analisis de inmunopositividad de la poblacién de células
epiteliales tubulares evidencid un incremento de 5 veces en los animales tratados con acido
oxonico/acido Urico, respecto de los animales con niveles normales de uricemia (Figura 10
y Tabla 1).
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Figura 9. A- En animales normouricémicos FSP1 inmunomarcé principalmente en paredes vasculares
(400X). B-Células inmunoreactivas para FSP1 en compartimiento tGbulo-intersticial de rata con altos niveles
de &cido Urico (400X). Inset: rata AOX+U exhibe inmunomarcacion citoplasmatica en células epiteliales
tubulares y fibroblasto-mesenquimaticas.
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Figura 10. Numero de células epiteliales por tibulo renal inmunoreactivas para FSP1 e identificadas a nivel
de microscopia fot6nica aplicando la técnica de avidina-biotina (promediox ES). El incremento en los niveles
de acido Urico (AOX+U) produjo un aumento significativo del nimero de células inmunopositivas respecto
al control (C). *p<0,0001.
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Tabla 1. Andlisis cuantitativo de la expresion de FSP1 en células epiteliales renales

Grupo C Grupo AOX+U p
FSP1+ 11 103
Tubulos (n) 462 587
Cél+/Tubulo (X£Ds)| 0,03+0,04 0,15+0,17 <0,001

FSP1+: células epiteliales positivas para proteina especifica de fibroblasto; Grupo C: control; Grupo
AOX+U: grupo con suplemento de acido oxénico y acido drico 2%.

La inmunomarcacion para FSP1 realizada a nivel de microscopia electronica de
transmision, puso en evidencia células epiteliales tubulares positivas en el grupo de ratas
tratadas con AOX+U. Las células exhibieron inmunopositividad a nivel del

compartimiento citoplasmatico, especificamente en matriz citosolica (Figura 11).

Figura 11. A-Inmunomarcacién ultraestructural para FSP1 en rata normouricémica. B-Inmunolocalizacion
subcelular de FSP1 en epitelio tubular de rata con altos niveles de &cido Urico. Nétese en el grupo AOX+U (B)
la presencia de particulas de oro coloidal asociadas a la marcacion de la proteina de interés exhibiendo una
distribucidn difusa en matriz citosélica. Barra 2 um.

A los fines de determinar si las células epiteliales tubulares que mostraban cambios
morfolégicos de TEM también expresaban FSP1, se realiz6 la inmunodeterminacion de
esta molécula en las mismas secciones donde se apreciaron los cambios tipicos antes
mencionados (Figura 12). El andlisis inmunocitoquimico permitié la observaciéon de
particulas de oro coloidal marcando la proteina analizada a nivel de la matriz

citoplasmatica de las porciones basales de células epiteliales tubulares.
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Figura 12. Microfotografia electrdnica de rifion de rata macho tratada durante 7 semanas con
AOX+U. Porcion basal de célula epitelial tubular que exhibe fuerte inmunoreactividad para
FSP1 a nivel de expansiones citoplasmaticas que invaden la membrana basal tubular (flechas).
Barra 1 um.

Inmunolocalizacion de NLRP3 [NALP3] a nivel de microscopia foténica y

electrénica de transmisién en rata macho controles y con altos niveles de &cido Urico

El receptor NLRP3 se inmunodetecto en rifiones de grupos controles y estimulados
con AOX+U durante 7 semanas (Figura 13). En los animales controles (n=4), sélo el 5%
de los 496 tabulos analizados resultaron con mas de 2 células peroxidasa positivas,
mientras que el grupo con altos niveles de &cido Urico (n=4) presentd inmunoreactividad en
el 67% de los 396 tubulos analizados, estos cambios fueron prevenidos en el grupo ALL
(7% de 340 tdbulos analizados), donde los niveles de acido urico fueron disminuidos
debidos a la presencia de allopurinol (Figura 13 y 14).

En el andlisis ultraestructural la proteina se inmunodetecté solo en células
epiteliales tubulares (Figura 15). Las particulas de oro coloidal se localizaron en el
compartimiento citoplasmatico. A este nivel se aprecié inmunomarcacion tanto en matriz

citosélica como en mitocondrias de animales con mayores niveles de acido Urico.
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Figura 13. Expresion de NLRP3 en corteza renal de ratas Wistar a través de técnica de peroxidasa. A las 7
semanas de tratamiento se observa una marcada expresion del receptor en ratas con altos niveles de &cido
Urico (B) respecto del grupo control (A). Esta expresion se vio notablemente disminuida en las ratas que
ademas de suplemento de &cido oxonico recibieron allopurinol (C) (400X).

150+
[ Grupo C

Bl Grupo AOX+U
Grupo ALL

8

g

A —

Figura 14. Andlisis cuantitativo de la expresion de NLRP3 en células epiteliales renales. Se observa un
incremento relativo de mas de 10 veces en el grupo con altos niveles de acido Urico (AOX+U) respecto del

control (C) y del grupo sometido a tratamiento con allopurinol. * p<0,001 (n=4 ratas por grupo, 100-125
tubulos analizados por animal).
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Figura  15.  Inmunolocalizacién
ultrastructural de NLRP3. Célula
epitelial tubular proximal de rata
tratada con AOX+U que muestra
difusa inmunomarcacion para la
proteina. Particulas de oro coloidal
son observadas ~ también en
mitocondrias (circulo). 7000X

Anélisis de la expresion de caspa 1-beta (inmunohistoquimica y Western blotting) en

rata macho controles, tratadas con acido oxdnico/acido urico y allopurinol

Los animales del grupo AOX+U exhibieron por inmunohistoquimica un aumento
de los niveles de caspasa 1-beta en el epitelio tubular renal, respecto de los
normouricémicos. Si bien el tratamiento con allopurinol generd un claro descenso de la
expresion enzimatica, aun fue posible la observacion de células inmunopositivas para la
proteina en estudio (Figura 16). En el andlisis cuantitativo caspasa 1-beta fue expresada en
el 32% de los tabulos en los animales tratados con acido oxénico+acido drico, mientras
que solo 2% del grupo control y 3% del tratado con allopurinol inmunomarcaron para la
misma (p<0,001).

El andlisis de los niveles de caspasa 1-beta, con la técnica de Western blotting,
demostrd un incremento significativo de su expresion en homogenatos renales totales
posterior al tratamiento con &cido oxdnico+acido drico, respecto de los valores observados
en animales controles (p<0.001) (Figura 17). El tratamiento con allopurinol, si bien
disminuyé los niveles de la enzima, los valores observados no alcanzaron significancia

respecto a los del grupo AOX+U.
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Figura 16. Inmunomarcacion de caspasa 1-beta. Se destaca la expresion de la proteina en epitelio
tubular de ratas tras 7 semanas de tratamiento con AOX+U (B), comparadas con los animales controles
(A) y con el grupo ALL (cabeza de flecha) (C) (400X).
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Figura 17. Niveles relativos de caspasa 1-beta en extractos totales renales de ratas macho controles
(Grupo C) y después del tratamiento con &cido oxénico+écido Grico (AOX+U) y allopurinol (ALL)
detectados por técnica de Western blotting. (media +SEM)(*p<0,001 AOX+U vs control).
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Inmunomarcacién de Smad 2/3 a nivel de microscopia fotdnica y electrénica en

rata macho Wistar controles y con altos niveles de acido Urico

La proteina Smad 2/3 fosforilada fue detectada a través de la técnica de
inmunoperoxidasa en el grupo estimulado con AOX+U en comparacion con el grupo C y
ALL (Figura 18). Las células epiteliales tubulares exhibieron inmunoreactividad tanto a
nivel citoplasmatico como nuclear, no observandose tal proteina en areas comprometidas
por el fendmeno de inflamacion y atrofia tubular. EI analisis cuantitativo realizado en 125
tubulos de 4 animales por grupo, demostré un significativo aumento de Smad 2/3
fosforilada, presentando el grupo control s6lo un 5,8+0,3 % de los tdbulos positivos para
peroxidasa, mientras que el grupo con altos niveles de &cido Urico presento el 79,4+34,4%.
Este incremento fue prevenido por el tratamiento con allopurinol, alcanzando
inmunopositividad el 22,4+12,6 % de los tubulos (Figura 19). A los fines de identificar con
mayor detalle los compartimientos subcelulares donde se localiza Smad 2/3 se la detectd

con la técnica de inmunocitoquimica ultraestructural como se aprecia en la Figura 20.

Figura 18. Inmunodeteccion de Smad 2/3
fosforilada en corteza renal de rata control (A),
tratada con AOX+U durante 7 semanas (B) y
allopurinol (ALL) (C). A diferencia de los rifiones
de ratas normales (A), el incremento en los niveles
séricos de acido Urico indujo expresién significativa
de la proteina Smad 2/3 a nivel nuclear (B-puntas de
flecha). El tratamiento con allopurinol (C), indujo
una disminucion en los niveles de Smad 2/3 siendo
semejantes a los observados en los animales
controles. 400X

71



150- *

@ - [ Grupo C
% 4 = Bl Grupo AOX+U
2
S E & 100- 3 Grupo ALL
89
2 89
SEs=
§E® ™
SPECD
S8

0

Figura 19. Anélisis cuantitativo de la expresion de Smad 2/3 foforilada en células epiteliales renales. Se
observa un incremento relativo en el grupo con altos niveles de acido Urico (AOX+U) respecto del control (C)

y del grupo sometido a tratamiento con allopurinol. * p<0,001 (n=4 ratas por grupo, 125 tdbulos analizados
por animal).

Figura 20. Inmunogold para la deteccion de Smad 2/3. Se identifican dos células epiteliales de tubulos
renales de rata Wistar macho tratada con AOX+U, con numerosos oros coloidales en compartimientos
citoplasmatico y nuclear, asociados a matriz citosdlica y a eucromatina, respectivamente (flechas). Barra 2
um
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Colocalizacién subestructural de NLRP3 y Smad 2/3 fosforilado en tejido renal de

ratas Wistar con altos niveles de acido Urico

Previamente ya se describio la expresion de NLRP3 (Figuras 13 y 15) y de Smad
2/3 fosforilada (Figuras 18 y 20) en células epiteliales tubulares renales. Para verificar una
posible interaccion fisica de ambas moléculas en las células epiteliales renales de animales
expuestos a altos niveles de acido drico, se realizo la técnica de co-inmunolocalizacién
ultrastructural. El tratamiento con AOX+U por 7 semanas indujo, como se identifica en la
Figura 21, un fendmeno de colocalizacién de ambas moléculas a nivel de la matriz
citosolica, ubicandose varias moléculas de Smad2/3 a manera de ramillete alrededor de una
molécula de NLRP3. La distancia entre las particulas de oro-coloidal que sugieren, una

interaccion fisica ente ambas moléculas oscil6 ente 16 y 60 nm.

Figura 21. Inmunocolocalizacion de NLRP3 y Smad 2/3 en animales controles (A) y tratados con AOX+U
(B). Posterior al estimulo con &cido Urico se demuestra tanto la asociacion (circulos) de particulas de oro
coloidal que marcan NLRP3 y Smad 2/3, como la translocacion de esta dltima molécula al nicleo de células
epiteliales tubulares (cabeza de flecha) y del inflamasoma hacia mitocondrias (flechas). Barra 1 um.

Andlisis morfo-funcional de la poblacién mitocondrial

A los fines de determinar si los tabulos proximales de ratas con mayores niveles de
acido Urico, que como se describiera exhibieron cambios de TEM vy activacion del
inflamasoma NLRP3, mostraban modificaciones en la estructura de las mitocondrias, se
analizé por microscopia electronica de transmision el tamafio y morfologia de dichas

organelas.
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Se estudiaron 178 mitocondrias del grupo control y 194 del grupo AOX+U. Tal

evaluacion determinG que los animales tratados con acido oxonico+acido Urico al ser

comparados con los controles, no presentaron diferencias significativas del componente

mitocondrial tanto en la longitud de su eje mayor como en su morfologia (indice del eje

menor/eje mayor) (Figuras 22 y 23).

Figura 22. Morfologia ultraestructural de mitocondrias de animal normal (A) y con altos niveles de acido
Grico (B). El tratamiento con AOX+U no indujo cambios morfolégicos de relevancia en las mitocondrias
de los tlbulos proximales. 27000X.
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Figura 23. Tamafio y morfologia mitocondrial. El anélisis no revel6 diferencias significativas entre
las mitocondrias respecto a su longitud (1,43+0,6 um vs 1,40 +0,8 um; p=0,56) y su morfologia
(indice eje corto/largo 0,55+0,2 vs 0,53+0,2; p=0,36) entre el grupo control y el grupo con altos
niveles de 4cido Urico.
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A los fines de determinar el efecto del acido Urico sobre el estado funcional
mitocondrial se realizaron pruebas de fisiologia de estas organelas mediante oximetria de
alta resolucién in vitro sobre mitocondrias renales y ex vivo en fragmentos de tejido renal
de los grupos C y AOX+U.

En los estudios llevados a cabo en mitocondrias aisladas de células renales de ratas
macho Wistar y expuestas a niveles crecientes de acido urico (n= 4-12 experimentos por
grupo), se observo una tendencia descendente del indice de control de respiracion
(Respiration Control Ratio, RCR) a partir de concentraciones mayores de 7 mg/dl de acido
arico, pero sin alcanzar diferencias estadisticamente significativa (p=0,05), tanto para el
complejo | (NADH deshidrogenasa) como para el complejo Il (Succinato deshidrogenasa)
(Figura 24). De igual manera al comparar el estado funcional mitocondrial del grupo C
(n=13) y OXA+U (n=16) en fragmentos de tejidos renal, el RCR de los complejos | y I,
no mostro diferencias (p=0,56 y p=0,99; respectivamente) como muestra la figura 25.

Para confirmar los hallazgos obtenidos por oximetria de alta resolucion se realizo el
analisis de la actividad enzimaética de los complejos mitocondriales por espectroforometria.
La figura 26 ilustra la actividad de los complejos I, Il, succinato dehidrogenasa y
complejos 1V y V no encontrando diferencias entre los grupos C y AOX+U (p> 0,05)
(Figura 26).
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Figura 24. indice de acoplamiento mitocondrial analizado in vitro. Se observé una tendencia descendente del
indice de acoplamiento (Respiration Control Ratio, RCR) con sustrato para complejo | y Il pero sin alcanzar
diferencias significativas entre los grupos analizados (p=0,09) (n=4-12).
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Figura 25. indice de acoplamiento mitocondrial analizado en estado de altos niveles de 4cido Grico. El indice
de acoplamiento mitocondrial (Respiration Control Ratio, RCR) dependiente del complejo | (A) y del
complejo 1l (B), en mitocondrias aisladas de animales controles y tratados con AOX+U no present6
diferencias significativas entre los grupos analizados.
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Figura 26. Actividad de los complejos enzimaticos mitocondriales analizada por la técnica de
espectrofotometria en ratas controles y tratadas con AOX+U. La figura muestra similar actividad enzimatica
mitocondrial entre el grupo C y AOX-U en todos los complejos mitocondriales evaluados.
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CAPITULO 4

DISCUSION
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La mayoria de las enfermedades renales en su estadio terminal tienen una tendencia
inherente a progresar hacia la fibrosis y la pérdida de la funcion del parénquima, lo cual
puede requerir de dialisis o del transplante del 6rgano para suplir alguna de sus funciones.
De acuerdo con esto los cuadros patologicos de la ERC en el estadio fibrético terminal son
remarcablemente iguales, mostrando excesivo deposito de matriz extracelular,
acumulacion de fibroblastos/miofibroblastos, glomeruloesclerosis, atrofia tubular vy
reduccion de capilares peritubulares [173]. En este contexto, la hiperuricemia se ha
asociado con pérdida progresiva de la funcién renal en humanos principalmente en
pacientes con ERC estudios en modelos animales han soportado esta pérdida de funcion
con la presencia de fibrosis intersticial [111, 113, 174, 175].

En este marco histopatologico de fibrosis aparece el concepto de TEM, la que
inicialmente fuera descripta en el campo de la embriologia (TEM tipo 1), siendo luego
transferida al fendmeno de la fibrosis de diversos 6rganos (TEM tipo IlI) y a la
diseminacion neoplasica (TEM tipo Il1). Pese a existir criterios diagnésticos in vitro e in
vivo algunos autores han cuestionado la existencia de la TEM tipo Il. Se ha reconocido su
existencia in vitro, habiéndose puesto en duda el fendmeno in vivo ya que los marcadores
bioldgicos utilizados pueden no ser especificos, destacando sobre todo la ausencia de
imagenes ultrastructurales que demuestren el fenémeno dindmico de pérdida de la
membrana basal y la migracion de las células epiteliales [176]. En el presente trabajo de
investigacion, por primera vez demostramos en un modelo in vivo criterios morfolégicos
ultraestructurales de TEM tipo Il en rifion. De esta manera se puedieron observar, como
células epiteliales tubulares adquieren caracteristicas fenotipicas y bioquimicas
(inmunomarcacién con FSP1) de células mesenquimaticas, presentando prolongaciones
citoplasmaticas que atraviesan disrupciones de la MBT.

A nivel renal la TEM fue descripta en 1994 en la enfermedad en su estado terminal
y segun algunos autores no significa que una célula epitelial tubular se transformara por
completo en un fibroblasto [177, 178].

En el presente trabajo de investigacion se abordd la tematica presentada
previamente pero en un contexto de suma importancia medica, como es el de los altos
niveles de &cido urico circulantes. Se conoce en la Medicina Clinica que los mismos han
mostrado estar vinculados a un sinnimero de enfermedades tales como gota, HTA,
enfermedades cardiovasculares, infarto de miocardio, accidentes cerebrovasculares y

enfermedad renal progresiva [114, 179-182].
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La asociacion del &cido urico con la enfermedad renal crénica data de 1890 vy tal
vinculacion nacié de la asociacion de los pacientes con gota y la afeccion renal en la
Ilamada nefropatia gotosa [183]. Ademas, un estudio epidemioldgico llevado a cabo en
pacientes con funcion renal normal demostré que una concentracion de acido urico sérico
> 8 mg/dl, comparado con niveles menores de 5 mg/dl, esta asociada con 2.9 veces de
aumento de riesgo para disfuncién renal en hombres y de 10 veces en mujeres dentro de los
dos afios del diagnostico [174]. Sin embargo, hasta la actualidad existen diversos grados de
controversia acerca de si el acido urico per se ejerce un rol etioldgico en tal afeccion y en
la progresion del dafio tabulo-intersticial [108, 112]. Se ha considerado que el &cido Urico
ejerceria dos efectos; primero, generando disfuncién endotelial e inflamacion y segundo
alterando la hemodinadmica glomerular [184, 185].

Para poder develar otros posibles mecanismos por los que el acido Urico afecta la
funcion renal, en el presente trabajo de investigacion ratas machos adultas de la cepa
Wistar fueron alimentadas con 4&cido oxonico (inhibidor de la uricasa hepatica)
suplementado con &cido Urico por un lapso de 7 semanas. Esto fue imprescindible ya que
en la mayoria de los mamiferos el acido urico es degradado a alantoina por la via de la
enzima urato oxidasa o uricasa, la que es posteriormente excretada por los rifiones y
eliminada en la orina [186]. En el modelo de hiperuricemia generado en este trabajo de
investigacion se demostrd y en coincidencia con lo reportado por Kang y colaboradores, un
compromiso morfo-funcional renal caracterizado por fibrosis cicatrizal e inflamacion
cronica tabulo-intersticial [114]. Dicho dafio, ya sugestivo en el analisis macroscépico, con
las tipicas retracciones parenquimatosas presentes en las fibrosis renales fue evidenciado a
través de técnicas histoldgicas de microscopia fotonica y electronica de transmision. Asi se
ha descripto que el area intersticial corresponde a un 7-9% del parénquima renal similar a
nuestro resultado en el grupo control C que presento valores del 8%, mientras que el grupo
expuesto a altos valores de &cido urico presentd una expansion del mismo, alcanzando un
14% aproximadamente [58].

En este contexto, el fendmeno fibrético es considerado por algunos autores como
un proceso de biosintesis y secrecion activa de la sustancia extracelular con la acumulacion
desregulada de la misma ante una injuria cronica [187]. En tanto otros investigadores
postulan un modelo de fibrosis en tres pasos en el que las células epiteliales dafiadas
sintetizan y secretan citoquinas al medio, atrayendo a células inflamatorias al sitio de
lesion; estas células infiltrantes secretan nuevos mediadores quimicos, los que ademas de

danar al parénquima estimulan a fibroblastos/miofibroblastos a proliferar y producir matriz
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extracelular; desencadenando finalmente la fibrogénesis [173]. Por otro lado Mazzali y
colaboradores, consideran como factores de dafio renal inducido por el &cido Urico al
sistema renina-angiotensina y al NO, complejizando y tornado multifactorial al mecanismo
de compromiso tubulo-intersticial generado por tal noxa [113].

Concomitantemente a la fibrosis se ha mostrado en el presente trabajo de
investigacion el aumento de los niveles de urea plasmético como indicador de pérdida de la
funcion renal. Esto dista del mejor indicador que es el clearance de inulina, ya que la
utilzacion de los niveles de urea como marcador de la funcion renal puede aumentar en
otros estados, como la deshidratacion o el alto consumo proteico. Sin embargo, ha sido
utilizada como marcador en estudios cronicos en ratas, siendo mejor indicador que los
niveles de creatinina sérica [188]. El hecho que el aumento de la urea se mantenga en el
tiempo en este modelo sustenta este indicador en relacion a la pérdida de funcion renal.
Como se esperaba, el suplemento con allopurinol redujo los niveles de urea, asociado
probablemente con el menor dafio renal; sin embargo, y llamativamente el grupo con
allopurinol presentd niveles de urea mas bajo incluso que el grupo control. Asi se observo
un descenso del 51% en los niveles de urea en comparacion al grupo AOX+U y 33%
menos urea que el grupo control. Si bien este hallazgo es complejo de fundamentar, se ha
reportado en un modelo animal de hiperuricemia asociado a diabetes que el allopurinol
aumenta el clearance de urea en un 83% con respecto a los animales hiperuricémicos y en
un 57% respecto de los animales controles, no obstante el grupo control de aquel reporte
presento valores plamaticos de nitrégeno ureico mas bajos que el grupo allopurinol [189].

La relacion entre el dafio renal inducido por el &cido drico, la TEM vy la
participacion del inflamasoma NLRP3 no han sido tomados en consideracion hasta el
presente.

Cuando se analizan los criterios de TEM descriptos para los sistemas in vivo, el
acido drico indujo en el presente modelo experimental dos de ellos: uno mayor como es la
expresion de novo de la proteina FSP1 y uno menor correspondiente a la localizacion de
celulas con caracteristicas transicionales cerca del compartimiento epitelial [16].

El &cido urico origind cambios morfoldgicos ultraestructurales de TEM tipo Il a
nivel del epitelio tubular renal la cual, posteriormente a esta modificacion fenotipica,
contribuiria al progresivo dafio intersticial observado a las 7 semanas de tratamiento con
AOX+U, a través de la sintesis, secrecion y acumulacion de matriz extracelular a nivel del
intersticio renal [190]. El analisis subcelular del modelo experimental de hiperuricemia

permitio la observacion tanto de cambios focales en la membrana basal de los tabulos
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proximales como en el revestimiento epitelial, coincidentes con el concepto de TEM in situ
[191]. Después del tratamiento con &acido Urico, escasos y dispersos tubulo renales
mostraron modificaciones a nivel de sus porciones basales asociadas con disrupcion de las
membranas de anclaje presumiblemente como resultado de un incremento de la actividad
degradativa de la matriz. A nivel de estas areas, se identificaron también fragmentos de
células epiteliales en el intersticio renal. Este hallazgo refuerza la idea de que el &cido Urico
podria estimular al epitelio tubular induciendo la sintesis y secrecién de enzimas
degradativas de las membranas basales tales como MMP-2 y 9 [90]. De la misma manera
que lo aqui reportado, en tubulos renales y con el uso de la microscopia electronica de
transmision en pacientes con enfermedad de injerto vs. huésped, se demostrd6 cambios de
TEM a nivel conjuntival. Células epiteliales de este revestimiento ocular, presentaron
procesos citoplasmaticos que se extendieron hacia la estroma subconjuntival a través de las
ldminas basales disruptas [192]. Por otro lado, si bien diversos estudios desarrollados in
vitro han comprobado que la TEM desencadena una desestabilizacion secuencial de las
uniones celulares y de la maquinaria que controla la polaridad de los epitelios
transformado a la célula en un estado plastico y movil con un fenotipo mesenquimal, no
debe soslayarse la dificultad que existe en analizar tal fendmeno in vivo, remarcando la
existencia de la llamada TEM incompleta [193-195].

Hasta el presente, estudios realizados sobre células epiteliales tubulares proximales
han demostrado el fendmeno de TEM; habiéndose discutido la posible participacion de
otros segmentos de la nefrona en este cambio fenotipico en relacién al origen embrioldgico
del 6rgano [83]. Sin embargo, esta investigacion puso en evidencia, tras exhaustivos
estudios de secciones seriadas ultraestructurales de rifiones de ratas hiperuricémicas que las
mismas solo presentaban cambios de TEM en porciones aisladas de tubulos proximales, no
visualizandose tales modificaciones morfoldgicas ni en sectores del epitelio distal ni en
tubulos colectores de la nefrona. Esta ultima observacion se halla en coincidencia con el
hecho de que TGF-B1 -molécula paradigmatica de este cambio morfolégico- no induce en
células mIMCD-3 cambios compatibles con el fenotipo mesenquimatico que se investiga
[84, 85].

Tomando en cuenta estos resultados y que la TEM no necesariamente requiere de
un cambio fenotipico completo de un tipo celular especifico, sino mas bien modificaciones
reminiscentes de células mesenquimaticas, es que se analizo la expresion de la proteina
FSP1. El descubrimiento de la misma por Strutz y colaboradores en la TEM tipo I, abrié

las puertas para el estudio de los epitelios como participantes en la fibrosis tisular; y su
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presencia en el rifidn es considerada por algunos autores como un criterio inobjetable para
el diagnostico de TEM aunque otros, en patologias humanas han puesto en duda su
importancia [7, 16, 178]. Pese a esta Ultima consideracion la mayoria de las investigaciones
han utilizado las técnicas inmunohistoquimicas para la determinacion de los marcadores de
los linajes epiteliales y fibroblasticos [196, 197]. Un hallazgo relevante del presente trabajo
de investigacion es que el &cido Urico aumentd el namero de células inmunopositivas para
la proteina FSP1. Las mismas fueron células epiteliales de tabulos renales aislados y
celulas intersticiales, tornandose evidentes en el area fibrética/inflamatoria observada a las
7 semanas de hiperuricemia. Este resultado se halla en concordancia con los obtenidos por
Iwano y colaboradores, quienes en un modelo murino de obstruccion ureteral determinaron
que las células intersticiales FSP1+ derivan del proceso de TEM [37]. Otras
investigaciones también han detectado a esta proteina en células epiteliales tubulares de
rifones con fibrosis intersticial, indicando que las mismas pueden adquirir rasgos
fibroblasticos y, consecuentemente estar involucradas en el desarrollo de la fibrosis renal
[7]. La determinacién de la proteina FSP1 por inmunocitoquimica ultraestructural en el
modelo hiperuricémico demostrd su presencia solo a nivel en la matriz citosolica, no
evidenciandose organelas subcelulares con marcacion especifica para la misma. Al
presente se conoce que a nivel intracitoplasméatico FSP1 interactla con proteinas del
citoesqueleto involucradas en la motolidad celular, tal como la miosina no muscular tipo 11
[198], regulando ademas, la funcién de moléculas de sefializacion que median la sintesis y
secrecion de MMP-3 [199]. De la misma manera que otras proteinas S100, FSP1 se
presenta como un dimero, sin actividad enziméatica que controla los patrones de union
proteica, probablemente modificando la localizacion o accesibilidad a los mismos,
controlando asi la disponibilidad de los complejos moleculares involucrados en la TEM
[17]. Hasta aqui podemos concluir de acuerdo a los resultados de la presente investigacion,
que el estado de hiperuricemia estimula la TEM y conduce a una sobreexpresion de FSP1.
Sin embargo, la pregunta que surge es ¢ambas evidencias, la morfoldgica y la bioquimica,
coexisten en el mismo tipo celular?. La respuesta que se obtuvo fue afirmativa. El analisis
inmunocitoquimico subcelular de FSP1 permitid la observacion de particulas de oro
coloidal que marcaban a esta proteina a nivel de la matriz citoplasmatica de las porciones
basales de células epiteliales tubulares que infiltraban el intersticio renal. Esto abre la
discusion de tantos afios acerca del origen de los fibroblastos/miofibroblastos en la fibrosis
renal. En relacion a este topico y coincidente con el hallazgo aqui descripto del escaso

namero de células epiteliales tubulares sujetas al cambio geno/fenotipico de TEM inducida
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por &cido Urico, se ha demostrado recientemente en ratones y con el uso de técnicas de
ingenieria genética, que sin bien este fendmeno es uno de los mecanismos involucrados, el
mismo aporta solo el 5% de las células productoras de matriz extracelular, en tanto el 50%
procede de fibroblastos residentes, un 35% de medula 6sea y el 10% restante de transicion
endotelio-mesenquimatica [200]. Confirmando nuestros hallazgos un reciente reporte ha
demostrado que el &cido Urico es un factor que promueve cambios bioquimicos de TEM.
En este sentido se ha comprobado tanto en ratas sometidas a una dieta con acido oxénico
como en la linea de células tubulares NRK expuestas a acido drico, una disminucion de la
expresion de E-caderina e incremento de o-SMA, con una atenuacion de la fibrosis
intersticial en los animales tratados con allopurinol, habiéndose establecio que el &cido
urico aumenta la expresion de los factores de transcripcion Snail y Slug, ambos asociados
con una disminucion de la sintesis del marcador epitelial arriba mencionado [116]. De esta
manera los datos obtenidos en nuestro modelo experimental tras el tratamiento con
AOX+U estan en concordancia con este y otros estudios, donde el mismo up-regularia
ademas las proteinas de sefializacion ERK, propiciando la transformacién fenotipica de
células epiteliales tubulares [201]. También debemos considerar que el &cido Urico tendria
de acuerdo a Han y colaboradores un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de células
tubulares proximales cultivadas, involucrando a las vias de sefializacion PKC, MAPK,
CPLA2 y NF-xB abriendo la posibilidad de que a partir de un epitelio detenido en la
progresion de su ciclo celular otros factores inducirian otras modificaciones
geno/fenotipicas [202].

Otro de los aspectos de gran relevancia fue demostrar que a nivel insterticial se
objetivo la presencia de infiltrados inflamatorios mononucleares focales, que sugieren un
proceso intersticial crénico. Aqui vale intentar separar a la conocida nefropatia gotosa, la
cual se presenta en pacientes con episodios de gota y que se caracteriza por la presencia de
microdepdsitos cristalinos (microtofos) rodeados de infiltrado inflamatorio crénico, con
células multinucleares y en algunos casos formacion de granulomas [203]. Si bien en este
estudio no se realiz6 inmunomarcacion para demostrar el tipo de células participantes en el
proceso intersticial, en este modelo de moderado aumento de acido urico no se detectaron
células multinucleadas ni granulomas, tampoco signos indirectos de la presencia de
depdsitos cristalinos, tanto en el analisis por microscopia foténica como electrénica de
transmision. Esto coincide con la descripcion de Mazzali y colaboradres donde descartan la

presencia de cristales en la injuria inducida por acido drico [113].
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No obstante en el analisis ultraestructural del modelo experimental AOX+U se
observd la presencia de mastocitos en estas ratas hiperuricémicas, comparadas con los
animales controles. Los mastocitos son células multifuncionales especificas de tejidos, con
diversidad fenotipica en diferentes sitios anatomicos de varias especies, y que han sido
descriptas en enfermedades renales no-neoplasicas, en las cuales su nimero se correlaciono
con la fibrosis intersticial [204, 205-207].

Ademas, aquellos mastocitos que en sus granulos presentan triptasa se definen
como MCy, en contraste a los tipos MCrc que contienen triptasa y chimasas. Los primeros
son dependientes de linfocitos T, en tanto los segundos son independientes de los mismos,
pareciendo ser diferente la relacién de los dos subtipos en el intersticio renal y en
diferentes enfermedades de este 6rgano [208]. Los que se presentaron en el modelo
AOX+U exhibieron rasgos ultraestructurales compatibles con el subtipo MC+, mostrando
granulo electron densos con estructuras tipo “scroll” y proyecciones citoplasmaticas que
contactaban con los fibroblastos intersticiales [209]. Ademas, de esta observacion algunas
de estas células presentaron escasos granulos electron ldcidos, sugestivos de un estado de
degranulacion. Este hallazgo significaria que la triptasa es liberada al espacio extracelular
0 como ha sido sugerido transferida a otras células por un mecanismo transgranular [210].
La degranulacion de este tipo celular a nivel del rifion conduce a la liberacion de histamina,
heparina y citoquinas, como IL-4 y TNF-a, con la participacion intrarenal de RAS en la
fisiopatogenia de la injuria crénica de este 6rgano, influyendo en la funcion de los
fibroblastos [211-213]. Las observaciones obtenidas en el modelo aqui expuesto se
correlacionan con un estudio llevado a cabo en ratones donde se identificaron a los
mastocitos como células inductoras de esclerosis renal post-trasplante y fibrosis del
ventriculo izquierdo en animales hipertensos [214]. Ademas investigaciones de los
mecanismos fibréticos llevados a cabo en ratas han sugerido que este tipo celular
promueve tal cambio en la matriz extracelular a partir del reclutamiento de otros leucocitos
y la produccion de mediadores profibréticos [215]. Por lo tanto los mastocitos en ratas
hiperuricémicas podrian cooperar con fibroblastos y linfocitos en el dafio intersticial renal.

Hasta aqui podemos resumir que el estado hiperuricémico indujo un cambio
morfoldgico caracterizado por TEM -también referida como cambio fenotipico epitelial-,
intenso infiltrado inflamatorio linfocitario y mastocitico, fibrosis y edema, asociado a un
incremento significativo de los niveles de urea plasmatica, indicativa de disfuncion del

organo [216].
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Sin embargo, la TEM debe ser considerada como un proceso orquestado y
modulado por numerosas moléculas del tipo de citoquinas, factores de crecimiento y
sefiales procedentes de la matriz extracelular [4]. La expresion de las primeras y la
infiltracion de células inmunes acompafian practicamente a todas las enfermedades de este
Organo asi como se observo en este trabajo de investigacion. El abordaje del acido drico
como una sefial de dafio reconocido por los receptores de la inmunidad innata es
pertinente. Las propiedades pro-inflamatorias del acido drico se conocen hace mucho
tiempo, sobre todo relacionado a los fendmenos de precipitacion de cristales en la
hiperuricemia sintomatica (gota). Sin embargo, desde hace algunos afios se ha sugerido al
mismo como una sefial que puede ser reconocida como de dafio o alerta y colaborar con el
desarrollo de la inflamacion. Asi, Shy y colaboradores demostraron que era el acido drico
al que asociaba la existencia de células inmunes por la presencia de células en proceso de
muerte [217]. Algunos afios después en el laboratorio del Dr. Tschopp en Suiza se describe
al acido Urico como sefial de dafio activando al receptor NLRP3, y posteriormente
conformado el inflamasoma, produciendo la secrecion de IL-1B e IL-18 [107]. Esta
descripcion permitio comprender parte de los fendmenos inflamatorios de muchas
patologias inducidas por cristales en diferentes 6rganos. El rol de la inmunidad innata y sus
receptores en el campo de la nefrologia es un area novedosa y en crecimiento [218, 219]

A continuacioén se describen y discuten los resultados obtenidos de la expresion de
NALP3, conocido actualmente como NLRP3 en el modelo experimental desarrollado en
este trabajo de investigacién. Los siguientes hallazgos vienen a reforzar de alguna manera
la premisa que ahora es clara: la participacion del sistema inmune innato en respuesta a
estimulos no-microbianos [220]. Se conoce que el inflamasoma arriba mencionado es
activado por varios estimulos y es expresado primariamente en macréfagos y células
dendriticas [126, 221]. Sin embargo, la presencia del mismo en los compartimientos
subcelulares dentro del rifion no ha sido hasta el presente completamente caracterizada. En
las ratas normales el nimero de tabulos que expresaron esta molécula fue solo del 5%. Este
hallazgo se encuentra en concordancia con los trabajos que reportan que en rifiones de
ratones C57BL/6 el ARNm de NLRP3 presenta los mas bajos niveles comparados con
otras moléculas del tipo NLR [222]. Es conocido que el receptor NLRP3 necesita de una
sefial de induccion o “cebado” para aumentar sus niveles de expresion basales, esta sefiales
deben activar el factor de transcripcion Nf-kp [132]. En este sentido el acido Urico ha
mostrado la capacidad de incrementar Nf-kB ademas de las vias MAPK y PKC,

favoreciendo de esta manera la expresion del receptor que posteriormente se ensablara con
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la particula de asociacién de caspasa (ASC) y la pro-caspasa-1 para formar el inflamasoma
[202]. Ahora, debemos considerar la importancia que esta proteina tiene en la ERC [148].
En nuestro trabajo el acido Urico indujo una sobreexpresion difusa del receptor NLRP3,
alcanzando una inmununopositividad de hasta un 69% de los tubulo renales. Cuando esta
molécula fue analizada por inmunomicroscopia electrénica un aspecto de relevancia fue su
localizacion a nivel de las mitocondrias ademas del citosol de las células epiteliales. Este
hallazgo abre un nuevo aspecto concerniente a posibles acciones del &cido Urico a nivel
intracelular [217]. Aunque los estudios ultraestructurales no demostraron que la
hiperuricemia per se genere cambios morfoldgicos o numéricos a nivel mitocondrial, la
determinacion de NLRP3 en la matriz de esta organela sugiere que la misma actuaria,
como lo propusiera Zhou y colaboradores, como una plataforma de “scaffolding” para el
reclutamiento de varios miembros de este inflamasoma, incluida la proteina estudiada en
este trabajo [161]. A diferencia de nuestras observaciones, estudios realizados en
macrofagos peritoneales estimulados con acido urico exhibieron una localizacion del
inflamasoma NLRP3 solo a nivel citoplasmatico, no detectdndose con el uso de técnicas de
microscopia confocal en ninguna otra organela subcelular [223]. Sin embargo, otros
estudios han demostrado que la activacion del receptor NLRP3 conlleva una re-
localizacion, migrando desde regiones citoplasmaticas hacia las mitocondrias y al resticulo
endoplasmico liso [161].

Esta discrepancia podria estar asociada a diferencias en la sensibilidad del método
utilizado para la deteccion de la molécula de interés asi como a los sistemas celulares en
los que fue analizada. Una hipdtesis considera que la asociacion mitocondria/NLRP3
puede ser solo transitoria y ocurrir para facilitar las interacciones de la tltima molécula con
caspasa-1 permitiendo inclusive modificaciones post-traduccionales; con la subsecuente
liberacion al citosol de un inflamasoma activo para procesar eficientemente 1L-1 [224].

Al presente se ha demostrado la participacion de NLRP3 en diversas patologias
renales a través de la induccion de interleuguinas (efectos candnicos) y de la sefializacion
TGF-B/Smad en la TEM vy fibrosis intersticial (efectos no candnicos) [149]. Si bien en el
presente trabajo no se analizaron cambios en los niveles de las citoquinas arriba
mencionadas, si se pudo demostrar que la hiperuricemia indujo un aumento significativo
de los niveles de la enzima caspasa 1 beta en el epitelio tubular renal respecto de los
animales normouricémicos. Notablemente, la expresion de caspasa 1 beta aumento en el
32% de los tabulos, mientras que el receptor NLRP3 como se expuso previamente se

expresd en el doble de los tabulos (69%); si bien esto puede ser consecuencia de la
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diferente sensibilidad de los anticuerpos y del sistema de amplificacion de sefial, también
podria significar que en algunas células que expresan el receptor NLRP3 se conforma el
inflamasoma para inducir citoquinas desde las células epiteliales injuriadas y que en otras,
el receptor puede actuar de manera inflamasoma independiente a través de sus vias no
candnicas para inducir programas de TEM [97]. El tratamiento con allopurinol generd un
descenso de los niveles de caspasa-1beta sin alcanzar los valores observados en las ratas
normouricémicas. En coincidencia con lo que aqui se reporta se ha comprobado que los
marcadores de activacion del inflamasoma, es decir IL-1 y caspasa 1 estan incrementados
tras 14 dias de obstruccidn ureteral unilateral [148]. Sin embargo, a pesar de que las células
parenquimatosas renales no-inmunes, no secretarian IL-1[3, otros reportes han demostrado
la sintesis y liberacién de IL-18 por células epiteliales tubulares implicando que el eje
NLRP3/caspasa-1 estd también presente en células renales no inmunes y que el estado de
hiperuricemia es un factor inductor del mismo [150-152].

Para evaluar la participacion de las vias no candnicas del receptor NLRP3 se
estudid la presencia del factor de transcripcion Smad 2/3. En los animales con mayores
niveles de acido Urico se objetivo por microscopia fotdnica y electronica de transmision un
aumento de los niveles de Smad 2/3 fosforilada, no solo a nivel del citoplasma tubular sino
también con una evidente translocacion de la molécula al compartimiento nuclear en zonas
del parénquima no afectadas por el dafio fibrético. En esta ocasion la cantidad de tabulos
renales con expresion positiva para Smad 2/3 fosforilada fue muy semejante a la de los que
expresaron el receptor NLRP3 (79%). Si bien para poder tener certeza de la interaccion
fisica entre estas dos moléculas y su rol en la activacion de los programas de TEM serian
necesarios estudios de co-inmunoprecipitacion o co-localizacidén por microscopia confocal
o0 FRET (Forster resonance energy transfer) podemos inferir, con las limitaciones
pertinentes a través de la co-inmunolocalizacién ultrastructural con microscopia
electronica la interaccion fisica de estas dos moléculas [225, 226]. Asi se pudo observar en
el grupo con altos valores de acido urico la presencia de pequefias particulas de oro
interaccionado con una particula de mayor tamafio de orocoloidal que representa al
receptor NLRP3. Esta interaccion no fue posible observarla en los animales controles. En
este sentido se ha descripto recientemente en células no inmunes, tanto en rifidn como en
fibroblastos cardiacos que el receptor NLRP3 es clave para la fosforilacion de Smad 2/3 y
la posterior fibrosis asociada a las via de TGF-f [156]. De este modo NLRP3, parece estar
involucrado en la TEM de células epiteliales tubulares, un proceso que como ya fuera

analizado se halla asociado con la atrofia del parénquima, la fibrosis intersticial y la ERC
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[176]. Por otro lado se ha comprobado que ratones deficientes en esta molécula, se hallan
claramente protegidos de la fibrosis inducida por la obstrucciéon ureteral [148]. Estos
resultados indican también, una participacién no-canonica del inflamasoma arriba
mencionado en la fibrosis renal inducida por el &cido drico [97].

Analizados en conjunto los resultados hasta aqui discutidos permiten inferir que un
incremento del acido urico activa a nivel del epitelio tubular renal NLRP3, molécula que
ejerce efectos que dependen tanto de caspasa 1-B/IL con la consecuente modulacion de la
respuesta inflamatoria, como de la sefializacion a traves de Smad 2/3 y la puesta en juego
de la maquinaria genética que controla el cambio geno-fenotipico conocido como TEM,
regulado probablemente la expresion de los marcadores epiteliales y mesenquimaticos.

Finalmente, cabe preguntarse el mecanismo por el cual el &cido Urico activa al
receptor NLRP3. En este sentido, considerando que el receptor NLRP3 co-localiza con
mitocondrias tras su activacion en células no inmunes, y basandonos en que aquellas
organelas son una fuente importante de ROS y que estas han sido propuestas como
activadores de NLRP3, es atractivo hipotetizar que la accién del acido Urico sea a través de
la induccidn de disfuncion mitocondrial.

Se ha sugerido que mitocondrias disfuncionantes, con pérdida del potencial de
membrana activarian el inflamasoma [161]. Por otro lado se ha propuesto que la
hiperuricemia induce disfuncién mitocondrial [163, 165]. A su vez se ha demostrado en
pacientes con ERC una desregulacion de la maquinaria respiratoria de las mismas [227].
Sin embargo, en el presente trabajo de investigacion el andlisis morfo-funcional
mitocondrial no arroj6 ninguna diferencia entre los grupos analizados. Asi, tanto la
longitud como la forma de las mitocondrias fueron similares en el grupo con elevado &cido
urico y en el grupo control. En tanto el analisis de la fisiologia mitocondrial a través del
indice de acoplamiento RCR no mostr6 diferencias entre los animales tratados y los
controles. Los estudios in vitro con diferentes concentraciones de acido urico confirmaron
estos hallazgos, solo objetivandose una tendencia decreciente a partir de concentraciones
mayores a 7-10 mg/dl, muy por encima de las logradas en este modelo. No obstante, para
confirmar la ausencia de disfuncion mitocondrial se realizé un estudio bioquimico de las
actividades de los complejos respiratorios no observandose alteraciones en el modelo
estudiado. Una explicacion a la diferencia entre nuestros hallazgos y los publicados por
Sanchez-Losada y colaboradores, podria ser la diferencia de métodos utilizados, ya que
aquel estudio utilizo marcadores indirectos de la funcion mitocondrial como es la cantidad

de ATP y la expresion enzimatica de algunos componentes, que dista de reflejar la funcion.
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Pero més importante es que aquel estudio fue realizado a concentraciones de &cido drico
suprafisiologicas (12 mg/dl) [165]. Muy recientemente se ha sugerido que la disfuncion
mitocondrial asociada a la activacion de NLRP3 seria consecuencia del inflamasoma
(caspasa dependiente) y no el causal de su activacion. Asi, al activar al receptor NLRP3
con altas dosis de albdmina en células epiteliales renales se produce una disfuncion
mitocondrial, la cual es prevenida en células knockout para caspasalbeta y/o receptor
NLRP3 [228]. Esto soportaria que en células epiteliales no inmunes, en donde no hay
activacion de caspasa y solo la participacion de las vias no canénicas de NLRP3 no exista
alteracion mitocondrial. Futuros estudios deberan realizarse para establecer el mecanismo
por el cual el &cido drico activa inflamasoma, y en este sentido considerar la inestabilidad
lisosomal con la liberacion de catepsina b o la participacion de otras proteinas mediadoras
[229, 230].

Analizando de una manera integral el dafio generado por el estado de
hiperuricemia, se comprueba lesion tabulo intersticial fibrotica/inflamatoria por medio de
la participacion conjunta de un cambio fenotipo del epitelio tubular conocido como TEM y

los efectos del inflamasoma NLRP3.
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CONCLUSIONES

- La hiperuricemia genera dafio renal, con cicatrizacion fibrosa e inflamacion
cronica linfocitaria y mastocitica intersticial multifocal.

- El &cido urico es per se un factor causal de cambios ultraestructurales de TEM in
situ del revestimiento de los tubulos renales proximales.

- El cambio morfoldgico de TEM a nivel del epitelio tubular se asocia a la neo-
expresion de la proteina FSP1, la que se incrementa en el citoplasma del epitelio tubular
renal.

- El receptor NALP3, actualmente conocido como NLRP3, se expresé en el epitelio
tubular tras la estimulacion con &cido Urico, distribuyéndose en matriz citosolica y
mitocondrias.

- La caspasa 1-beta proinflamatoria incremento sus niveles de expresion a nivel del
citoplasma del epitelio tubular en el estado de hiperuricemia.

- La proteina Smad 2/3 fosforilada aumentd de un modo significativo en citoplasma
del epitelio tubular, con translocacion al compartimiento nuclear por efectos del &cido
arico.

- El componente mitocondrial renal no exhibi¢ alteraciones morfo-funcionales

como nexo entre el &cido urico y la activacién de NLRP3.
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[PP.4023 | URIC ACID INDUCES KIDNEY EPTHELIAL-
MESENCHYMAL TRANSITION: ROLE OF NLRP3
‘ INFLAMMASOME
€, Romero, A, ‘Torres, J. Mukdsi. Electron Micrascopy Center, Schowl of
Medicime, National University of Condoda, ARGENTINA

Objective: Recently it has been demonstrated tat hypenumcenua induces kid-
ney epithelial mesenchymal transtion (EMT), an eurly state of renal fibrosis
NLRPY inflammasotme i part of the innate immine response tiat senses danger
celtulur signals and mediates an inflammatory response, octivating caspass-|
und finally increasiig L1 atd IL-18. Uric ucid activates NLRPS in vitro, The
rol of NLRP3 inflammasome in EMT in hyperuricemic model is unknown.

Design and method: Male 200- 1o 250-¢ wistar rats during 49 days were fed
o libitum with standand normosodium diet (C group) (n-4), & second group
(n=d) received the same normosodium dict with 2% oxonic scd and 2% unc
acid suplements (OXUR group), sad finally o third group (AL ) received the sup-
plemented hyperuricemic diet, plus allopurinol In drinking water (150 mg/L)
At day 49 serum uric acid and blood urea were measured. Kidney material was
tuken and frozen for western blot (W), a section w processed for ransenis-
sfon electron microscopy (EM) and finally fixation (4% parsformaldeliyde) and
paraffin inclusion was performed for immunohistochemistry (IHC) tochmque
with peroxidase, using FSP-1 antibody (Abeam) to detect EMT on epithelial
cells, NLRPS (Sants Cnze) o evaluate the expression of imnflammasome, and
caspase- | to measure the dctivity of inflammasome; we analyzed 10 madomized
nreas at 400x from eoch animal Caspasa-1 was measured on WH from total
kidney tiasue

Results: OXUR group achieved higher plasma levels of uric acid (2,240,5 vs.
0,9:0,7 and 14408 mp/di; p<0,02) and urea (58,746 vs 4243 and 285117,
p<0,001) than C and AL group. EMT was confirmed on EM (figuro) and
o [HC showing mote epithelial cell FSP-1+ in the OXUR group than CT
(15,4217 vy 2,644 cell/100 tubules; p<0,001). 6% of tubales (n=493) from
OXUR group expressed NLRPS on IHC, while 11% and 16% in the C und
AL groups (p<0,001). Caspasa-] in OXUR group was expressed in 32% of
tubules (n=628) while 2% and 3% in the C and AL groups, respectively
(p<0,001), This difference was confirmed on WB analysis (figure).
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Conclusions; NLRP3 inflammasome, via caspase-1 activation, would pastici-
pose in kidney eprihetial-mesenchymal transition induced by uric acid.

RELATIONSHIP BETWEEN URIC ACID LEVELS AND
SODIUM SENSITIVITY INDEX IN PATIENTS WITH
HYPERTENSION

Joint Meeting ESH-ISH, Hypertension, Athens, June 13-16, 2014

Abstracts: Journal of Hypertension VVolume 32, Suppl.1

level of unc scid in serum of patients with essential arterial hypertension and
preserved kadney fanction, and index of sodium sensitivity, 25 (he main pacam.
ey of salt-scnuitive by pericnson existence.

Design and method: The study inchuded 178 patients of both sexes, aged av-
eragely $9£18.7 yeans, with ot least 5 years of hypertension history. Unc acd
serum valuet were measused spectropbotometrically, using ERBA XL 600 au-
fomased

Sodium semitivity index has been caloutated from diffesences i 24 hours so-
dium excretion between period of sodium rich diet (250 mmol 24 hours) and
sodium lean diet (100 mmol 24 hours ). divided by mean arterial pressure, deter-
mined in the first and secoed messsrerment respectively

The results were processed using Student’s t-test and Peanon’s Correlation in
Microswfi Excel 2010

Resulkts: Based on uric acid serum values, patients were divided info 2 groups:
1 group - 95 patients, with nommal unc acid serum values (256135 pmol),

11 group - X3 patients, with stat increase of unic acid verum
values (572449 pmol, p<) 1) Sodinm semsitivity index in | gromp had normmal
values (0.02640.008), while i 1l group it wes significantly higher (0.07820 02;
p<0.01). This implies that i 1 proop patients sali-sensitive hyperiension was
present Comparison of unc scud seram level increase snd sall-scmsitivity index
showed high positive correlation (r0 721)

Conclusions: [n paticnts with csseotial ancrial hypertension and preserved
indicates (hat sall-sensitive arteral hyperienaon can be induced by peolonged
hyperuricemia

[PP40.25 | SERUM URIC ACID IS ASSOCIATED WITH NON-
DIPPING CIRCADIAN PATTERN IN YOUNG PATIENTS
EosenTAL ¥

WITH NEWLY DIAGNOSED
P Predotti ', R. Citro ', L. Masesca, A Vitelli *, G. Aftano *, M. Ciardo ',
F Giallsutia ' ' A.0. Usversity 8. Geovenni & [0 ¢ Ruggl f ‘Aragons
Hypertension Cave Unit, Solerno, [TALY, * University of Naples Fedenico
11, Department of Transiatone Medical Sckenoes, Naples, ITALY, ' General
Hospital Jpmtzio Veris Delli Ponei Critical Care Usit, Scornamo, ITALY

omrmmm)uwwmmw
hypertension Nocturnal non-dipping patiern cvalusted by the 24-hour ambula-
tory blood pressure monitoring (ABPM) is associaied with a greater sk of car-
diovascular, renal, and cencixovascular complications than dippers. We aimed
at evaluating the relationship between the circadian blood pressuse rhythen and
UA level in young patients (3040 years old) with newly diagnosed essential
hypertension

Design and method: The study inchuded 62 casential byperiensive paticats and
29 bealthy controls. The hypertensive patients were divided info two groups
sccording 1o the results of 24-hour ABPM, including 30 dippers (20 men, 10
women, mean age 34:2 years) and 32 noa-dippers (18 men, 14 women; mean
age = 333 years)

Resalts: Compared 10 the dippers and © healthy controls, noo-dippers had
stgnificaatly higher serum UA levels (61207, 5.2:0.9 and 4.1:0.9 mgidl, re-
spectively, P<.001). After adjusting for age, gender, body mass index, and co-
morbidity (history of cardlovecular disease, disbetas, hypercholestercdemia),
multivanate logistic rogression smalysis revealed an independent association
between serum UA levels and non-dipper paticr {odds ratio = 2.44; 95% confi-
dence fnterval = 144 1, P= 002)

Conclusions: Serum UA is independently associated with non-dipper circadian
pattern in young paficets with newly diagnosed essential bypertension

THE ASSOCIATION OF URIC ACID WITH RISK OF
HYPERTENSION IS MODULATED BY PHYSICAL
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Estados de hiperuricemia inducen cambios ultraestructurales de transicion epitelio-
mesenquimatica a nivel del epitelio tubular renal.

Romero CA, Torres Al y Mukdsi JH. Centro de Microscopia Electronica, Facultad de
Ciencias Médicas, UNC.

Diversas investigaciones han establecido que la hiperuricemia es una causa de hipertension
arterial y marcador de progresion de enfermedad renal terminal, habiéndose demostrado
que la hiperuricemia per se podria conducir a mayor deterioro renal con cambios en la
expresion de marcadores epiteliales/mesenquimaticos tubulares. Sin embargo, hasta el
presente no se han reportado cambios morfoldgicos subcelulares de transicion epitelio-
mesenquimatica (TEM) a nivel renal en estados de hiperuricemia. Nuestro objetivo es
analizar los cambios ultraestructurales renales inducidos en un estado de hiperuricemia.

Se utilizaron ratas Wistar machos adultas: Grupo | (n=4): dieta estandar normosddica

con suplemento de acido oxonico 2% (bloqueante de la uricasa hepética) y acido drico al
2% (7 semanas). Grupo 11, control (n=4): dieta normosddica. Fragmentos de tejido renal
fueron fijados y procesados para microscopia electronica de transmision. Los niveles de
acido urico aumentaron de manera progresiva y significativa (p<0,01) generandose un
estado de hiperuricemia (Grupo I: 2,22+0,15mg%; Grupo 1l: 0,93+0,2mg%:;). Este estado
cursé con niveles elevados de urea en sangre (p<0,01). A nivel ultraestructural se demostrd
la presencia de disrupciones micro-focales en membranas basales de tdbulos corticales
asociadas a un claro incremento del componente de matriz extracellular e infiltrado
inflamatorio mononuclear en la region del laberinto cortical (p<0,01).

Ademas, se identificaron extensiones de citoplasmas epiteliales en esas areas como
evidencias morfologicas TEM. No se apreciaron cambios morfoldgicos de significacion a

nivel de tubulos medulares renales.
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La hiperuricemia leve induce enfermedad renal cronica y cambios en la expresion de fsp-1
Romero C, Torres A, Mukdsi J. Centro de Microscopia Electronica-FCM-UNC-INICSA-
CONICET

Introduccion: Diversas investigaciones han relacionado a la hiperuricemia con el dafio
renal a través de la HTA. Sin embargo, hay estudios que demuestran que la hiperuricemia
per se podria conducir a mayor deterioro renal sin conocerse, al presente, los eventos
moleculares que iniciarian y permitirian la progresion del dafio tubulointersticial

asociado a la hiperuricemia hacia un estado de enfermedad renal cronica. Objetivo:
Analizar los cambios histopatoldgicos y ultraestructurales renales inducidos por la
hiperuricemia leve; relacionandolos con la expresion tubular de la proteina FSP-1 como
indicadora de transicién epitelio-mesenquimatica. Poblacion, Materiales y Métodos: Se
utilizaron ratas Wistar machos adultas: Grupo | (n=4): dieta normosddica e inyeccion SC
de &cido oxdnico (bloqueante de la uricasa hepética) + acido Urico (7 semanas). Grupo I,
control (n=4): dieta normosaddica e inyeccién de vehiculo.

Los rifiones fueron procesados para microscopia optica y electronica de transmision. La
inflamacién intersticial se clasificd en bajo y alto grado. Se determiné la expresion de la
proteina FSP-1 por inmunohistoquimica, evaluando el nimero de tabulos positivos por
superficie cortical (superficie por grupo: 1,6 x106 umz2). Ademas, se analizaron

los cambios en la celularidad y ultraestructura glomerulares. Estadistica: prueba de Levene
para homogeneidad de varianzas. Test T para variables cuantitativas y Chi cuadrado para
las cualitativas. Resultados: Los niveles de &cido Grico aumentaron de manera progresiva y
significativa: (p<0,01) generandose un estado de leve hiperuricemia (Grupo |I:
1,02+0,15mg%; Grupo 1l 0,33+0,2mg%). Este estado cursd con niveles elevados de urea
en sangre (p<0,01), leve fibrosis intersticial multifocal con infiltrado inflamatorio de alto
grado en la region del laberinto cortical (p<0,01), aumento de la celularidad a nivel
glomerular (p<0,01) y expansion edematosa del espacio subendotelial de los capilares
glomerulares. El grupo hiperuricémico evidencié mayor numero de tabulos con expresion
de FSP-1, pero sin alcanzar significancia estadistica (p=0,057). Conclusion: Los hallazgos
descriptos indicarian que estados de hiperuricemia leve inducen eventos fibrogénicos-
inflamatorios a nivel renal con cambios glomerulares y variaciones

en la expresion de FSP-1, contribuyendo asi a la progresion del dafio renal.

Palabras clave: hiperuricemia, fsp-1

118



medicina

BUENOS AIRES VOL 71 SUPL. li- 2011

MEDICINA

™~
=
s
"
o
-
a
S
@
-
]
E
2
5
>

Medicina (Buenos Aires) (71): 63-251. 2011

Restmenes de las Comunicaciones- Pagina 155

319. (463) Alteraciones hisptopatoldgicas y ultraestructurales renales en un modelo
experimental de hiperuricemia leve: andlisis de la expresion de la proteina FSP1. Romero
C; Leimgruber C; Torres A; Mukdsi J. Centro de Microscopia Electronica FCM UNC.

119



La hiperuricemia se asocia a enfermedad renal progresiva e hipertension arterial. El
objetivo de este estudio fue analizar los cambios histopatolégicos y ultraestructurales
renales inducidos por la hiperuricemia leve; relacionandolos con la expresion tubular de la
proteina FSP-1 como indicadora de transicion epiteliomesenquimatica. Se utilizaron ratas
Wistar machos adultas: Grupo | (n=4): dieta normosodica e inyeccion SC de acido oxonico
(bloqueante de la uricasa hepética) + acido urico (7 semanas). Grupo Il, control (n=4):
dieta normosodica e inyeccion de vehiculo. Los rifiones fueron procesados para
microscopia oOptica y electronica de transmision. La inflamacion intersticial se clasificé en
bajo y alto grado. Se determind la expresion de la proteina FSP-1 por inmunohistoquimica,
evaluando el nimero de tabulos positivos por superficie cortical (superficie por grupo: 1,6
x106 pum2). Ademads, se analizaron los cambios en la celularidad y ultraestructura
glomerulares. Estadistica: prueba de Levene para homogeneidad de varianzas. Test T para
variables cuantitativas y Chi cuadrado para las cualitativas. Los niveles de &cido Urico
aumentaron de manera progresiva y significativa: (p<0,01) generandose un estado de leve
hiperuricemia (Grupo I 1,02+0,15mg%; Grupo 1I: 0,33+0,2mg%). Este estado cursd con
niveles elevados de urea en sangre (p<0,01), leve fibrosis intersticial multifocal con
infiltrado inflamatorio de alto grado en la region del laberinto cortical (p<0,01), aumento
de la celularidad a nivel glomerular (p<0,01) y expansion edematosa del espacio
subendotelial de los capilares glomerulares. ElI grupo hiperuricémico evidencié mayor

namero de tubulos con expresion de FSP-1, pero sin alcanzar

120



