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1. Enfermedad renal cronica

1.1. Definicidn y epidemiologia

La enfermedad renal crénica (ERC) engloba una serie de afecciones en la que la
estructura del rindn y su funcidn excretora se encuentran dafiadas de una manera crénica,
progresiva e irreversible, dando lugar al “estadio final de la enfermedad renal crénica” siendo

necesaria una terapia renal sustitutiva (dialisis o trasplante renal) (Remuzzi et al, 2006).

La ERC segun las guias internacionales esta definida como la disminucién de la funcién
renal, esto es, como una tasa de filtracién glomerular (TFG) inferior a 60 mL/min/1,73 m?, o por
la presencia de un marcador de dafio renal (albuminuria, sedimento urinario anormal,
anormalidades en la estructura renal o historia de trasplante renal) o ambos durante al menos
3 meses. Cuando la tasa de filtracién glomerular es menor que 15 mL/min/1,73 m? se ha

IM

alcanzado el “estadio final de la enfermedad renal crénica”, ya que este grado de funcion renal

es dificilmente compatible con la vida (Stevens & Levin, 2013).

La importancia de esta enfermedad reside en su alta prevalencia, la cual se estima
entorno al 11% en los paises de “altos ingresos”, incluyendo Estados Unidos y Australia, lo que

origina un elevado coste a los sistemas de salud (Webster et al, 2016).

Ademas, 12,2 muertes de cada 100.000 ocurridas al afio se deben a esta enfermedad, y

se estima que en el 2030 aumentara hasta 14 muertes de cada 100.000 (Webster et al, 2016).

En Espafia, segun el Ministerio de Sanidad y Consumo, aproximadamente 4 millones de
personas padecen ERC. De ellas unas 50.000 estan en tratamiento renal sustitutivo, la mitad en
dialisis y el resto con un trasplante renal funcionante (Informe de Didlisis y Trasplante 2012).
Cada aio unas 6.000 personas con insuficiencia renal progresan hasta la necesidad de seguir
uno de los tres tipos de tratamiento sustitutivo renal: hemodidlisis, didlisis peritoneal y
trasplante renal. La prevalencia de la ERC aumenta de forma progresiva con el envejecimiento
(el 22% en mayores de 64 aios, el 40% en mayores de 80 afios), y con otras enfermedades como

la diabetes tipo 2, la hipertension arterial y la arterioesclerosis.



1.2. Fasesdela ERC

La guia KDIGO CKD dela “National Kidney Foundation” de los EE.UU. propuso un sistema
para diferenciar las distintas fases evolutivas o estadios de la enfermedad en base a diferentes

sintomas clinicos que presentan en cada una de ellas (Stevens & Levin, 2013).
Estadio 1

En el estadio 1 ya existe un dafio renal, aunque la TFG permanece dentro de niveles

normales o puede estar ligeramente aumentada (TFG = 90 mL/min/1,73 m?).
Estadio 2

Corresponde a situaciones de dafio renal que van acompafiadas de una ligera reduccion
de la TFG (entre 60 y 89 mL/min/1,73 m?2). Es frecuente que los ancianos tengan una TFG

ligeramente disminuida.
Estadio 3

Tiene lugar una disminucion moderada de la TFG, que se sitla entre 30y 59 mL/min/1,73
m?). Se observa un riesgo aumentado de progresién de la ERC y de la aparicion de
complicaciones cardiovasculares, ademas de la posibilidad de complicaciones clasicas de la

insuficiencia renal como la anemia o las alteraciones del metabolismo fosfo-calcico.
Estadio 4

En el estadio 4 se produce una disminucién grave de la TFG (oscila entre 15 y 29
mL/min/1,73 m?). Comienzan a aparecer sintomas y signos urémicos (aumento de triglicéridos
en suero, hiperfosfatemia, hipercalcemia, acidosis metabdlica, fatiga, nduseas, anorexia y dolor
dseo). Tanto el riesgo de que aparezcan complicaciones cardiovasculares como de progresion

de la insuficiencia renal al estadio 5 son muy elevados.
Estadio 5

El estadio 5, también denominado “fallo renal” se caracteriza por una TFG inferior a 15
mL/min/1,73 m2. La necesidad del tratamiento renal sustitutivo es perentoria, especialmente
cuando se presentan sintomas o signos urémicos. Aparece azotemia (acumulacién de productos

nitrogenados de desecho en suero).



Tanto el estadio 4 y fundamentalmente el estadio 5 (fallo renal) suponen un elevado

coste social, humano y econémico (Levey et al, 2003; Snively & Gutierrez, 2004).

1.3. Etiopatogeniay fisiopatologia de la ERC

La ERC se origina fundamentalmente como consecuencia de la diabetes e hipertensién.
Ademas, las reacciones autoinmunes, infecciones, hipoxia renal, accién de drogas y toxicos,
obstruccién del tracto urinario y alteraciones genéticas son también causas importantes de la
ERC. Independientemente de la causa, la ERC puede empezar en los tubulos o intersticio
(enfermedades tubulointersticiales), en el glomérulo (enfermedades glomerulares) o incluso en
la vasculatura renal (enfermedades renovasculares) dando lugar en los estadios finales a un
aumento de la matriz extracelular (MEC) en el intersticio (fibrosis tubulointersticial), en el

glomérulo (glomeruloesclerosis), o en ambos (Lopez-Novoa et al, 2011).

La evolucién del dano renal en la ERC comparte muchas caracteristicas con otras
enfermedades renales como la nefropatia obstructiva, la enfermedad poliquistica renal y el
rechazo al trasplante renal, siendo la fase fibrdtica muy parecida en todas las enfermedades

progresivas renales.

Origen tubular

Las nefropatias tubulointersticiales incluyen un conjunto de alteraciones que afectan de
manera primaria a los tubulos e intersticio y de manera secundaria a otras estructuras renales
como los glomérulos, siendo los tubulos los componentes que sufren el mayor dafio en este tipo

de enfermedades (Cogan, 1980).

El intersticio esta formado por un andamio intracelular, compuesto por la MEC y las
membranas basales, donde se encuentran distintos tipos celulares como son, los pericitos
microvasculares, células residentes e infiltradas del sistema inmune, fibroblastos y, en

condiciones patoldgicas, miofibroblastos (Lopez-Novoa et al, 2011).

El 90% aproximadamente del parénquima renal esta compuesto por tubulos, por lo que
la fibrosis tubulointersticial se correlaciona en un mayor grado con el dafio renal total en

comparacién con la glomeruloesclerosis, que tiene una localizacién mas reducida.
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Este tipo de enfermedad se caracteriza por atrofia tubular, infiltracién celular y fibrosis
tubulointersticial (Lopez-Novoa et al, 2011). La funcién renal se deteriora de manera progresiva
como consecuencia de una disfuncion en los procesos de reabsorcidon y secrecion tubular,
activacion de células tubulares con reclutamiento de mediadores inflamatorios, pérdida de masa
tubular, cicatrizacion del tejido y finalmente dafo de otras estructuras renales (Brown et al,

2006).

Estas enfermedades tubulointersticiales son idiopaticas, genéticas o debidas a (I) la
accion de toxicos que al acumularse en los tubulos inducen la apoptosis o necrosis de las células
tubulares epiteliales; (Il) a la infeccidn o inflamacidn del intersticio tubular, debido al reflujo o a
la pielonefritis cronica; (Il) al aumento de la presidn intratubular debido a un estrés mecanico y

(IV) al rechazo inmune al trasplante (Braden et al, 2005).
Origen glomerular

Las glomerulopatias son alteraciones renales que afectan a la estructura y funcién del
glomérulo. Se trata de entidades muy heterogéneas, tanto en su etiologia como en sus
manifestaciones clinicas y evolucién, por lo que existen diversos tipos de clasificacién de las

mismas:

La clasificacion clinica se basa en la evoluciéon de la enfermedad en el tiempo:
glomerulopatias agudas, glomerulopatias rapidamente progresivas y glomerulopatias cronicas.
En la préctica, estos términos son relativos, ya que las consideradas como crdénicas pueden tener
un efecto agudo y viceversa y practicamente todas pueden evolucionar de forma rapidamente

progresiva en algun momento de la evolucién.

La clasificacion histolégica es bastante utilizada y permite establecer diversos tipos

morfoldgicos para las enfermedades glomerulares.

La clasificacion etioldgica distingue entre primarias y secundarias, y es la que mas vamos

a detallar en este apartado.

Las glomerulopatias primarias engloban las de tipo inflamatorio-inmune, denominadas
glomerulonefritis y las de tipo metabdlico-mecanico (Couser, 1998). Las glomerulopatias
secundarias son el resultado de nefropatias tubulointersticiales y renovasculares primarias, que

contribuyen a la progresion del dafio (Eddy, 1994). Las condiciones primarias inflamatorias y no
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inflamatorias dan lugar a los sindromes nefritico y nefrético respectivamente (Couser, 1998). La
diabetes, hipertension y glomerulonefritis representan las mayores causas de fallo renal crénico

en las enfermedades glomerulares (Isaka et al, 1999).

La mayor consecuencia de las glomerulonefritis es el sindrome nefritico caracterizado
por edema, hematuria, proteinuria, oliguria e hipertension arterial (Cunard & Kelly, 2003). Las
glomerulonefritis son debidas fundamentalmente a |) infecciones sistémicas y renales, 1)
glomerulonefritis focal y segmental 1ll) dafios en la membrana basal glomerular debidos a
depdsitos inmunes en las paredes capilares (nefritis IUpica, glomerulonefritis
membranoproliferativa), acumulacion de inmunoglobulina A (IgA) en el glomérulo y otros, y V)

glomerulonefritis por vasculitis (Lopez-Novoa et al, 2011).

Las glomerulopatias no inflamatorias o de tipo metabdlico-mecénico se deben a
enfermedades metabdlicas y hereditarias tales como diabetes, hipertension, toxinas o
neoplasias que mecanica o quimicamente dafian el glomérulo. La nefropatia hipertensiva y la
nefropatia diabética son las glomerulopatias mas frecuentes de este tipo. El sindrome clinico
mas importante producido por este tipo de glomerulopatias es el sindrome nefrdtico,
caracterizado por proteinuria severa (mas de 3 gramos/dia), hipoalbuminemia, edema,
hiperlipidemia , lipiduria y una reduccion de la TFG pero sin presencia de hematuria (Brown et
al, 2006). Cabe destacar que incluso las glomerulopatias conocidas como “no inflamatorias”
cursan con inflamacion, siendo un mecanismo clave para la progresiéon de la enfermedad asi
como una buena diana terapéutica (Lopez-Novoa et al, 2010). A diferencia de las
glomerulopatias inflamatorias, en este caso se trata de una inflamacidn secundaria al dafio

inicial que las origina.
Origen vascular

Se trata de un grupo de condiciones progresivas que dan lugar a una disfuncion y dafio
renal debidos al estrechamiento o bloqueo de los vasos sanguineos (Lopez-Novoa et al, 2011).
Segun el “U.S. Renal Data System” (U.S. Renal Data System, 2002), un tercio de los casos de
estadio final de ERC estan relacionados con enfermedades renovasculares. Las enfermedades
renovasculares normalmente aparecen como microangiopatias, aunque la oclusion de la arteria
renal, trombosis en la vena renal y ateroembolismos renales también pueden ser causa de estas

enfermedades.




El 70-90% de los casos de estenosis renal estan inducidos por arterioesclerosis, siendo
ésta la lesién mayoritaria en pacientes mayores de 50 afios (de Mast & Beutler, 2009; Olin,
2002), mientras que el resto de los casos se deben principalmente a displasia fibromuscular.
Otras causas menos frecuentes de estenosis son la presion externa (por ejemplo producida por
un tumor), la oclusion parcial (por un trasplante renal), asi como nefroangioesclerosis o

enfermedad tromboembdlica renal (Lopez-Novoa et al, 2011; Rihal et al, 2002).

Las enfermedades renovasculares pueden alterar la estructura y funcién renal mediante
I) disfuncién endotelial, estrés oxidativo e inflamacidn inducida por la arterioesclerosis dando
lugar a fibrosis y una menor filtracidn, IlI) hipoperfusion y condiciones isquémicas que
comprometen el flujo sanguineo renal la funcién glomerular y tubular y Ill) el inicio de la

hipertension (Lopez-Novoa et al, 2011).
2. Fibrosis renal

2.1. Generalidades de la fibrosis

La fibrosis es un proceso comun a diversas enfermedades, asociada a una excesiva
deposicién de MEC que da lugar una disminucién en la funcién del 6rgano. Asi mismo la fibrosis
estd asociada con la progresion de enfermedades crdnicas en distintos drganos tales como
higado, rifién, corazéon y pulmon (Zeisberg & Kalluri, 2013). Ademas, juega un papel importante
en el desarrollo de enfermedades en otros drganos, como escleroderma en la piel (Morris et al,
2011), artritis reumatoide en las articulaciones o sindromes mielodispldsicos en la médula dsea

(zeisberg & Kalluri, 2013).

Los mecanismos implicados en el desarrollo de la fibrosis en los distintos érganos
presentan una serie de caracteristicas comunes. En primer lugar, presencia de fibroblastos
activados o miofibroblastos, que son las células que mayoritariamente expresan proteinas de la
MEC (Strutz & Zeisberg, 2006); otra caracteristica general es la hipoxia producida en el tejido
fibrético debido a una rarefaccion microvascular y la consiguiente disminucion de la perfusion
tisular. Y por ultimo, dafio en las células del parénquima del tejido fibrético afectado:
cardiomiocitos en el corazén, hepatocitos en el higado y epitelio tubular en el rifién. En algunos

casos, como en el rifidn, la fibrosis también se asocia a inflamacion (Mullis et al, 1986).



2.2.  Fibrosis renal. Mecanismos que la desencadenan

La fibrosis renal se caracteriza por acumulacion de MEC debido a un desequilibrio entre
su sintesis y su degradacién y es la consecuencia final de aquellas lesiones renales que

desencadenan una insuficiencia renal crdonica.

En el desarrollo de la fibrosis renal existen diversos tipos celulares implicados, tales
como miofibroblastos, células mesangiales y células epiteliales tubulares, siendo las células
mesangiales en el glomérulo y los miofibroblastos en el intersticio los principales responsables

de la sintesis de proteinas de MEC.

La lesion puede originarse en el compartimento glomerular (como la
glomeruloesclerosis) o en el tubulo intersticial, y la consecuencia final sera una fibrosis global,
con un gran componente de afectacidén tubulointersticial. Por lo tanto, el grado de fibrosis
tubulointersticial es el mejor predictor de supervivencia renal en la ERC (Munoz-Felix et al,

2013).

Es probable que la fibrosis renal se desencadene como un mecanismo beneficioso de
defensa en respuesta a un dafio inicial. Sin embargo, si no se produce una correcta regulacion
en alguna de las fases de esta respuesta, se origina una fibrosis patolégica dando lugar a
glomeruloesclerosis, atrofia y dilataciéon tubular, fibrosis tubulointersticial y rarefaccion de los

capilares glomerulares y peritubulares (Boor et al, 2010).

2.3.  Fibrosis tubulointersticial. Dafio inicial y activacion celular

La fibrosis tubulointersticial se origina con un dano inicial que activa mecanismos
inflamatorios y de reparacion. Se produce apoptosis de las células del epitelio tubular, dando
lugar a la atrofia del tubulo hasta desencadenar un estado de fibrosis que origina una
destruccién progresiva del tejido (Zeisberg & Kalluri, 2013). Esta fibrosis tubulointersticial se
caracteriza por una excesiva acumulacion de componentes de MEC como fibronectina y
colagenos |, lll y V, y la presencia y proliferacion de miofibroblastos (Grande & Lopez-Novoa,

2009; Liu & Preisig, 2002).
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Figura 1. Descripcion esquematica del proceso patoldgico de la degeneracién tubular y la fibrosis
tubulointersticial caracteristica de las enfermedades tubulointersticiales y estadios tardios de
enfermedades glomerulares y renovasculares que originan enfermedad renal crénica. Reparacion tisular
fisiolégica (1-4), proceso patoldgico (5-8). Adaptado de Lopez-Novoa et al 2011. ERC: enfermedad renal
crénica; TEM: transicidn epitelio mesénquima.



La secuencia de eventos patogénicos que tienen lugar durante la fibrosis

tubulointersticial se pueden resumir de este modo (figura 1): En respuesta al dafio, se produce
muerte de las células epiteliales, mediante necrosis o apoptosis fundamentalmente. La
apoptosis del epitelio tubular produce una atrofia tubular. Mediante un proceso de reparacién
tisular fisiolégica, se contrarresta esta muerte celular con una proliferacion y diferenciacion de
este tipo celular. Bajo diversos factores, como la accion de diferentes citoquinas (vasoactivas,
guimiotacticas, proinflamatorias o fibrogénicas) se producen fendémenos de infiltracion de
células inflamatorias o transicién epitelio mesénquima (TEM), dando lugar al fenotipo

miofibroblasto, que produce gran cantidad de proteinas de MEC (Lopez-Novoa et al, 2011).

2.4. Fibrosis tubulointersticial. Principales mecanismos implicados

2.4.1. Células inflamatorias

La fibrosis tubulointersticial esta condicionada por la infiltracidn de células inflamatorias
incluyendo células dendriticas (John & Nelson, 2007), linfocitos (Kelly, 1999) , macréfagos (Sean
Eardley & Cockwell, 2005) y mastocitos (Holdsworth & Summers, 2008). Tanto los monocitos
como los macréfagos juegan un papel muy importante en el desarrollo de la fibrosis renal; la
acumulacién intersticial de los monocitos y activacion de macréfagos residentes aumentan la
respuesta inflamatoria (por la liberacion de citoquinas proinflamatorias como interleuquina 1
beta, IL-1B o factor de necrosis tumoral alfa, TNF-a) y diapédesis de los linfocitos (Nath, 1992)
asi como también contribuyen a la apoptosis y progresion de la fibrosis renal por su capacidad
de liberar mediadores profibréticos como galectina-3, Wnt y factor estimulante de colonias
(CSF-1) (Henderson et al, 2008; Ma et al, 2009). La secrecion de grandes cantidades de citoquinas

causa la activacion de otras células como son los fibroblastos y células endoteliales.

Ademas se ha visto que los macréfagos se pueden transdiferenciar a miofibroblastos
productores de colageno durante la fibrosis renal en humanos y en modelos experimentales de

fibrosis renal (Meng et al, 2016).

2.4.2. Epitelio tubular

Las células epiteliales tubulares tienen un papel importante en el desarrollo de la fibrosis
renal ya que su pérdida desata la progresidn de la fibrogénesis. Estas células actian modulando

su proliferacion (Schmitt et al, 2008) o liberando citoquinas proinflamatorias que inducen la



inflamacién o la formacién de fibroblastos (Zeisberg et al, 2001). Estas citoquinas locales actuan

como mediadoras del dafio intersticial primario.

El epitelio tubular puede presentar muerte celular, parada del ciclo celular, disfuncién
mitocondrial o defectos en la oxidacion de acidos grasos que origina un fenotipo proinflamatorio
y profibrético (Kang et al, 2015; Molitoris, 2014; Yang et al, 2010). Por otro lado, el dafio en las
células epiteliales tubulares produce proteinuria y puede dar lugar a una activacidon del sistema
del complemento pudiendo desembocar en fibrosis renal (Boor et al, 2007b); también se ha
observado que una activacion del factor de transcripcién nuclear-kB (NF-kB) en las células
tubulares esta correlacionada con parametros de severidad de la enfermedad como proteinuria

o inflamacidn (Sanz et al, 2010).

La muerte celular en el curso del dafio renal puede ocurrir mediante necrosis, apoptosis
o necroptosis (Sanz et al, 2008). La necrosis es el resultado de un estimulo letal intenso y no se
observa frecuentemente durante la progresion de la ERC. La apoptosis requiere la activacion
intracelular de moléculas letales y la supresién de moléculas de supervivencia, siendo la principal
forma de muerte celular observada en el modelo experimental de obstruccion ureteral
unilateral (OUU), similar a lo que ocurre en la ERC. La necroptosis se ha descrito como una
muerte celular activada por vias de sefalizacion especificas que incluyen los receptores
interactivos serina/treonina proteina kinasa 1y 2 RIPK1 Y RIPK2 (del inglés, Receptor interacting
serine/threonine protein kinase) (Ucero et al, 2014). En la progresidn de la ERC, se produce un
mayor grado de muerte de las células tubulares que de proliferacion dando lugar a una
disminucion de este tipo celular y a una atrofia tubular. La apoptosis y autofagia que se producen
en las células epiteliales tubulares en situaciones de dafo renal favorece la aparicién de fibrosis
renal; asi mismo, la inhibicidn de la apoptosis tubular reduce la fibrosis renal, tal como se ha

demostrado en modelos experimentales (Boor et al, 2010).

Ademas, la proporcion de células epiteliales tubulares en fase G2/M esta correlacionada
con el grado de fibrosis renal a través de la secrecidon de grandes cantidades de factor de
crecimiento transformante beta-1 (TGF-B1) que activa los fibroblastos (Boor et al, 2010; Yang et

al, 2010).



Transicion epitelio mesénquima

Se define como un proceso mediante el cual las células epiteliales adquieren un fenotipo
mesenquimal y apariencia de miofibroblasto, pudiendo sintetizar proteinas de MEC a la vez que
expresan marcadores propios de miofibroblastos como actina de musculo liso vascular (a-SMA),
vimentina, vitronectina y fibronectina. Asi mismo, estas células pierden la expresién de
marcadores epiteliales como E-cadherina y zonula occludens-1 (Z0-1) (Docherty et al, 2007;

Iwano et al, 2002; Xu et al, 2009).

El fendmeno de TEM se produce en algunos procesos fisioldgicos como el desarrollo
embrionario y en procesos patoldgicos como la metdstasis tumoral y los procesos fibréticos (Xu
et al, 2009). Sin embargo, en la fibrosis renal la presencia de una completa TEM ha sido dificil de
probar (Liu, 2011). Numerosos autores han sefalado que las células epiteliales sufren el proceso
de TEM por accion de citoquinas como TGF-B1 (Zeisberg & Kalluri, 2004); sin embargo otros
autores dudan que la TEM tenga algun papel relevante in vivo (Koesters et al, 2010). También se
ha propuesto la presencia de una TEM parcial, en la que el epitelio adquiere caracteristicas
mesenquimales sin que se produzca una TEM completa. Mientras que la TEM es controvertida,

IH

no hay duda sobre la “comunicacion epitelio-mesenquimal” (CEM) que ocurre en los rifiones
danados. Esta CEM es mediada por factores solubles que dan lugar a sefales intracelulares de

activacion y aumento de transcripcion de diferentes genes (Grande et al, 2015; Tan et al, 2016).

2.4.3. Matriz extracelular

La excesiva deposicion de MEC, fundamentalmente la presencia de fibras de colageno,

es la caracteristica mas notable de la fibrosis tubulointersticial (Zeisberg & Neilson, 2010).

La MEC es una red organizada, formada por el ensamblaje de polisacaridos y proteinas
secretadas por las células, que actia como elemento estructural en los tejidos e influye en su
desarrollo y su fisiologia. Existen 2 tipos de MEC en funcién de su localizacién y composicion: la
membrana basal, formada por una capa de matriz condensada que es sintetizada
fundamentalmente por las células que se apoyan en ella y la matriz intersticial, que es la que se
encuentra entre las células. La MEC esta constituida fundamentalmente por coldgeno, elastina,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas. Es la cantidad, la proporcion y el tipo de
cada una de estas macromoléculas lo que distingue unas MEC de otras, y ademas algunos

componentes solo aparecen en condiciones patoldgicas (Bonnans et al, 2014). En los rifiones



fibréticos, la MEC de los espacios intersticiales sintetizada por los fibroblastos activados esta
fundamentalmente formada por colageno tipo |, colageno tipo Il y fibronectina. La matriz
fibrética que normalmente aparece en las membranas basales también contiene residuos de

colageno tipo IV (Zeisberg & Neilson, 2010).

Entre las funciones que tiene la MEC se encuentran: aporte de propiedades mecénicas
a los tejidos, mantenimiento de la forma celular, comunicacidn intercelular y adhesion de las
células a los tejidos, modulacidn de la diferenciacion y fisiologia celular y regulacion de la accién

de diversos factores de crecimiento.

La MEC esta sometida a una remodelacidon continua, un proceso que implica la
degradacion de los componentes existentes y la sintesis y deposicion de nuevas proteinas
(Stetler-Stevenson, 1996). Existen diversas citoquinas, que se tratan a lo largo del capitulo, que
promueven la expresion de proteinas de MEC. La degradacién de la MEC esta mediada por
proteasas especificas secretadas por las células, principalmente la familia de las
metaloproteasas (MMPs) y plasmindgeno/plasmina. La mayoria de los estudios en rifién se
centran en la MMP2 y MMP9, las cuales degradan colageno tipo IV, V, VII, X, fibronectina,

elastina, gelatina (Bonnans et al, 2014) y quizas colagenos tipo | y Il (Sabeh et al, 2009).
2.4.4. Fibroblastos y miofibroblastos

Los fibroblastos son células mesenquimales que aparecen en el intersticio renal, siendo
responsables de generar el andamio requerido para mantener la estructura renal. Por el
contrario, los miofibroblastos son células activadas cuya acumulacidén esta asociada con la
enfermedad fibrdtica ya que tienen la capacidad de producir gran cantidad de proteinas de MEC

y un fenotipo de contractilidad asociado a la expresion de a-SMA (Tan et al, 2016).

Los estimulos que producen la activacion de los fibroblastos estan generalmente
asociados al dafio tisular. Los fibroblastos residentes se activan fundamentalmente por
citoquinas como TGF-B1, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de
crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2). También se han descrito otros mecanismos de activacion
como el contacto célula-célula, interaccién de las integrinas con la MEC, y algunos otros
estimulos ambientales como la hipoxia y la hiperglicemia (Strutz & Zeisberg, 2006; Tan et al,

2016).



Existen numerosos estudios sobre la procedencia de los miofibroblastos, que sugieren

al menos 6 posibles origenes (Chevalier et al, 2009): fibroblastos intersticiales que proliferan,
células derivadas de médula dsea, células epiteliales tubulares que sufren TEM, células
endoteliales que sufren transicion endotelio-mesénquima y otros tipos celulares como pericitos
vasculares o fibrocitos que tras desdiferenciarse adquieren fenotipo de miofibroblasto. Segun
un estudio sobre la procedencia de los miofibroblastos en la fibrosis renal, el 50% derivan de
fibroblastos residentes que proliferan, un 35% de las transdiferenciacién de células de médula

osea, un 10% de la transicién endotelio-mesénquimay sélo un 5% de la TEM (LeBleu et al, 2013).

2.4.5. Microvasculatura

La rarefaccion de la vasculatura peritubular con la consiguiente hipoxia son signos
determinantes de la fibrosis tubulointersticial (Zeisberg & Neilson, 2010). La hipoxia contribuye
directamente a la progresion de la fibrosis tubulointersticial estimulando la TEM y promoviendo
la acumulacién de nuevos fibroblastos (Higgins et al, 2007). En este contexto, cabe destacar la
importancia de las células endoteliales por ser una fuente de fibroblastos via transicién

endotelio-mesénquima (Zeisberg et al, 2008).

2.5. Principales citoquinas y otros factores implicados en la fibrosis renal

Existen una gran variedad de citoquinas y otros factores implicados en el desarrollo de

la fibrosis renal; se pueden dividir en distintos grupos segun su funcién:

- Citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B)

- Citoquinas fibrogénicas: relacionadas con la sintesis de la MEC (TGF-B1, factor de
crecimiento del tejido conectivo o CTGF, proteina morfogenética ésea-7 o BMP7)

- Citoquinas mitogénicas o factores de supervivencia (PDGF, IL-6, factor de crecimiento
insulinico-1 o IGF-1, factor de crecimiento de hepatocitos o HGF, factor de crecimiento
epidérmico o EGF)

- Citoquinas relacionadas con la muerte celular (Fas ligando o FasL, TNF-a)

- Quimiocinas (proteina 1 quimioatrayente de monocitos o MCP1, RANTES)

- Citoquinas vasoactivas (angiotensina Il o endotelina)

- Antiinflamatorias (IL-4, IL-10 e IL-13)

- Factor de transcripcion NF-kB

- Moléculas de adhesion



e Citoquinas proinflamatorias

Las citoquinas TNF-a e IL-1B actuan sobre células renales e inflamatorias amplificando
la respuesta inflamatoria. La administraciéon de estas citoquinas agrava la lesion glomerular o
tubulointersticial, mientras que la administracion de moléculas que disminuyen su expresién (Li
et al, 2011) asi como anticuerpos anti-TNF-a o antagonistas del receptor de IL-1B conllevan una
mejora en la progresion de la fibrosis renal y de las lesiones glomerulares (Jones et al, 2009;
Khan et al, 2005). Ademds, promueven la expresion en células renales del inhibidor de MMP1
(TIMP-1) (Eddy, 2000), aunque su participacién en la fibrosis renal es controvertida ya que
ratones deficientes de TIMP-1 no muestran diferencias significativas en la fibrosis

tubulointersticial inducida durante el dafio renal (Eddy, 2000; Eddy et al, 2000).
e Citoquinas fibrogénicas

Dentro de este grupo se encuentran el TGF-B1vy el CTGF. Cabe destacar en este apartado
otra citoquina que antagoniza el mecanismo de accion del TGF-B1 en modelos experimentales

de fibrosis renal, la BMP7.
- Factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-81)

Estd ampliamente descrita la relacion entre esta citoquina y la fibrosis renal induciendo
la produccién de MEC y proliferacién de fibroblastos y también a través de funciones de
inmunoregulaciéon (Boor et al, 2010). Ademas, participa en la apoptosis y diferenciacion (Lopez-

Hernandez & Lopez-Novoa, 2012).

Esta citoquina esta relacionada con el desarrollo de la fibrosis renal mediante diversos
mecanismos: estimulando la expresidon de proteinas de MEC asi como de otras citoquinas
relacionadas con la expresion de proteinas de MEC (CTGF), inhibiendo la sintesis de MMPs
(encargadas de la degradacion de la MEC) y estimulando la sintesis de los TIMPs y del inhibidor
del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1), que también inhibe la expresion de MMPs. También
juega un papel importante en las alteraciones observadas en la vasculatura renal, glomérulos y

tubulos (promoviendo apoptosis) en el rifidn fibrético (Lopez-Hernandez & Lopez-Novoa, 2012).

La superfamilia de TGF-B transmite sus sefiales intracelulares a través de glicoproteinas
de membrana de tipo serina-treonina quinasa, que forman la familia de receptores de TGF-B y

por proteinas citoplasmaticas denominadas Smads (Lopez-Hernandez & Lopez-Novoa, 2012).



También induce la activacién de otras vias de sefializacion independientes de Smads,

como la via de MAPK/ERK1/2 (proteinas quinasas activadas por mitégenos/proteina quinasa
regulada por sefiales extracelulares) y PI3K/AKT (fosfatifilinositol 3 quinasa/proteina quinasa B),
gue se han visto activadas en modelos experimentales de fibrosis renal (Rodriguez-Pena et al,

2008).

En diversos modelos de enfermedad renal se ha demostrado su sobreexpresion asi como
la de sus receptores (Prieto et al, 2005; Rodriguez-Pena et al, 2002). Ademas, en distintos
modelos experimentales la inhibicidn de los receptores o proteinas implicadas en su sefializacion

disminuyen la fibrosis renal (Moon et al, 2006; Sato et al, 2003).

- Factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF)

La expresion de esta citoquina también denominada CCN2 se regula por diversas
moléculas relacionadas con la fibrosis como TGF-B1, angiotensina Il o BMPs entre otras. Diversos
estudios demuestran que TGF-B1 aumenta la expresién de CTGF en distintos tipos celulares
(Velasco et al, 2008) y ambas citoquinas pueden actuar sinérgicamente en la fibrosis cronica. La
expresion de CTGF esta correlacionada con el grado de fibrosis tubulointersticial en modelos
experimentales de fibrosis renal (Gupta et al, 2000). La administracion de angiotensina Il induce
la expresidon de CTGF en células del glomérulo y del epitelio tubular en un periodo anterior a la
acumulacién de proteinas de MEC (Ruperez et al, 2003). En estudios en rata, la administracion
de CTGF produce un aumento en la expresion de proteinas de MEC en rifidn y de la cantidad de
células inflamatorias; asi mismo, la administracion de partendlido (inhibidor de NF-kB)
disminuye la respuesta inflamatoria y fibrética inducida por CTGF (Gupta et al, 2000; Sanchez-

Lopez et al, 2009a).

- Proteina morfogenética ésea-7 (BMP7)

La BMP7 es un miembro de la superfamilia del TGF-B1 que se une a un receptor de tipo
Il de BMPs (BMPRII), que a su vez activa a un receptor de tipo | (BMPRI) y fosforila las Smad 1y
5. Durante los ultimos afios diversos autores han indicado la importancia de esta citoquina
proponiendo a esta molécula como terapia contra la fibrosis renal (Meng et al, 2013), ya que su
administracion exdgena disminuye y revierte esta fibrosis (Manson et al, 2011; Zeisberg et al,

2003).



e Factores de supervivencia

En este grupo englobamos un conjunto de citoquinas inductoras de proliferacion de
células que juegan un papel muy importante en el desarrollo de la fibrosis: células mesangiales
en el glomérulo, y miofibroblastos en el intersticio tubular. También hay que tener en cuenta
gue estos factores pueden desempefiar mecanismos antifibroticos ya que protegen frente a la

apoptosis.
- Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

PDGF es uno de los mitégenos mas potentes de las células mesenquimales, entre los
que se incluyen los miofibroblastos, y estimula la produccion de MEC en la fibrosis renal.
Ademas, el sistema PDGF regula otros eventos fisiopatoldgicos como son la proliferacion y
migracion celular, produccion de mediadores pro y antiinflamatorios, permeabilidad tisular y
regulacion de la hemodindmica. El sistema PDGF estd compuesto por cuatro isoformas (PDGF-
A, -B, -C y -D) y dos cadenas de receptores (PDGFR-a y -B). Sus principales vias de sefializacién
son JAK/STAT (janus quinasa/transductor de sefial y activador de transcripcion), PI3K y MAPK.
En la fibrosis renal se encuentran sobreexpresadas las distintas isoformas (Floege et al, 2008).
En un modelo experimental de fibrosis por obstruccién ureteral se ha observado que PDGF-DD
estd altamente expresada en fibroblastos intersticiales (Taneda et al, 2003), y ademas la
inhibiciéon de dicha isoforma durante las fases tempranas y tardias de la glomerulonefritis
progresiva mejora la fibrosis tubulointersticial (Boor et al, 2007a; Ostendorf et al, 2006).
También se ha demostrado que PDGF-BB y PDGF-DD- ligandos del receptor PDGFR-BB- estan
implicados en la glomerulonefritis mesangioproliferativa debido a que actian como mediadores
de la proliferacion mesangial (Floege et al, 2007). La expresién de la isoforma PDGF-CC ocurre
de novo en el intersticio renal, ya que se asocia fundamentalmente con la infiltracion de
monocitos y macréfagos (Boor et al, 2010). La inhibicién o deficiencia genética de dicha isoforma
también disminuye la fibrosis renal en ratones después de la OUU. El efecto principal de esta
isoforma es la induccion de la proliferacidon de fibroblastos y la infiltracidon de leucocitos (Boor

et al, 2010).
- Interleuquina 6 (IL-6)

Es una citoquina producida por diversos tipos celulares entre los que se incluyen

macroéfagos, fibroblastos, células endoteliales y linfocitos T. Estimula la proliferacidén de células



mesangiales en cultivo y actia como un factor de supervivencia en muchos tipos celulares. Se

trata de una citoquina pleiotrépica con propiedades tanto proinflamatorias como
antiinflamatorias; su produccién aumenta en las nefropatias glomerulares, aunque en un
estudio reciente se ha demostrado que la IL-6 posee un efecto positivo en el desarrollo de la
glomerulonefritis ya que el tratamiento con anticuerpos frente a dicha citoquina y su receptor
empeora el desarrollo de la enfermedad en ratones (Luig et al, 2015). El papel de esta citoquina
en el desarrollo de la fibrosis tubulointersticial no esta claro: mientras que varios estudios
muestran que pacientes con fibrosis renal presentan un aumento en la expresion de IL-6, la
deficiencia de IL-6 no conlleva diferencias en la fibrosis tubulointersticial tras la OUU (Pecoits-

Filho et al, 2003).

- Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)

El HGF es un factor pleiotréopico que juega un papel importante en la reparacion y
regeneracion tubular después de un dafio renal agudo. Presenta propiedades mitogénicas y
antiapoptéticas. Ademas, previene la iniciacion y progresion de la fibrosis renal e inhibe la
expresion de TGF-B1 en diferentes modelos experimentales. En estudios in vitro contrarresta la
accion de TGF-B1 en diferentes tipos celulares, bloqueando la activacion de miofibroblastos asi
como la TEM. Ademads, la administraciéon de esta citoquina retrasa el desarrollo de la

glomeruloesclerosis (Liu, 2004).

e Quimiocinas

Las quimiocinas son un grupo de moléculas que actlan como quimioatrayentes
favoreciendo la migracién y adhesion celular en el reclutamiento de leucocitos durante la
inflamacién y en la regulacién de la respuesta inmune de los linfocitos T. Las quimiocinas se unen
a receptores especificos del endotelio, leucocitos y MEC. Son inducidas por citoquinas (TNF-a e
IL-1PB), activacién del complemento, especies reactivas del oxigeno, NF-kB y vias de sefalizacién
relacionadas con receptores de tipo Toll (Furuichi et al, 2008). Las quimiocinas mas importantes
involucradas tanto en la glomerulosclerosis como en la fibrosis tubulointersticial son MCP-1,
guimiotactica para monocitos, RANTES, quimiotactica para monocitos y linfocitos T e IL-8,

guimiotactica para neutrofilos.



e (Citoquinas vasoactivas

Tanto la angiotensina Il como la endotelina-1 ademas de ser péptidos vasoactivos,

pueden comportarse como mitdgenos e inducir la produccidn de otras citoquinas profibroticas.

La angiotensina Il juega un papel fundamental contribuyendo al desarrollo de la fibrosis
renal y por tanto a la progresion de la enfermedad. Niveles elevados de angiotensina Il modulan
la fibrosis renal ejerciendo efectos directos sobre la MEC y regulando la expresién de otros
factores que promueven la fibrosis como TGF-B1 (Ruiz-Ortega et al, 2003; Wolf, 2006), PDGF
(Nogueira et al, 2017), CTGF (Yang et al, 2009), asi como factores que regulan la inflamacion

como TNF-a, molécula de adhesion vascular -1 (VCAM-1) y NF-xB (Nogueira et al, 2017).

Los receptores de angiotensina ll, AT, y AT,, estan implicados en la inflamacidn y fibrosis
renal por distintos mecanismos: ambos receptores juegan un papel importante en la
inflamacién, ya que su activacidon activa la via de sefializacion de NF-kB (que regula la
transcripcion de diversos genes proinflamatorios que codifican citoquinas y moléculas de
adhesidén). Sin embargo, AT, es el receptor que se encuentra mayoritariamente implicado en la
fibrosis, debido a que activa proteinas directamente implicadas en este fendmeno como son

Smads y RhoA (Ruiz-Ortega et al, 2006).
e Factor de transcripcion NF-kB

La familia de factores de transcripcién NF-kB regula la transcripcién de numerosos genes
implicados en la inflamacién, inmunidad, apoptosis, proliferacién celular y diferenciacién.
Forma parte de la familia Rel de factores transcripcionales, constituida por cinco proteinas que
contienen dominios homadlogos y que forman entre ellas homo o heterodimeros. Estas proteinas
son: p50 (NF-kB y su precursor p105), p52 (NF-kB2 y su precursor p100), p65 (también llamado
RelA), c-Rel y RelB (Latanich & Toledo-Pereyra, 2009). Existen dos vias de sefializacién que
controlan la traslocacién nuclear de NF-xB, la clasica y la alternativa. La clasica es la via de
sefializacion mas importante y mas estudiada, cuyo principal efector es RelA/p50. Esta via se
centra en la activacién del complejo trimérico de la IKB quinasa (IKK), complejo formado de dos
subunidades cataliticas (IKK-B, IKK-a) y una subunidad reguladora NEMO (Van Waes et al, 2007).
Una vez que el complejo IKK es activado, se fosforila la IxB-a, llevando a su poliubiquitinacion y
su posterior degradacién por el proteosoma 26S, permitiendo asi, la liberacion de NF-xB

(representada principalmente por los heterodimeros p65/p50) que se transloca al nucleo para



Ilevar a cabo la transcripcion de genes especificos, entre ellos, genes de diferentes citoquinas y

guimiocinas, moléculas de adhesion, receptores de citoquinas o moléculas de

histocompatibilidad (Grande et al, 2010b; Sanz et al, 2010).

Aungue el NF-kB actua principalmente como iniciador de la inflamacién, hay estudios
gue sugieren que también puede actuar en la modulacion de esta (Lawrence et al, 2001). Por
tanto, este factor nuclear puede participar en la iniciacién y resolucién de la inflamacion

dependiendo del tiempo y del contexto bioldgico.

Existen diferentes evidencias tanto in vivo como in vitro de una activacion de NF-xB en
células glomerulares, tubulares y endotelialtes durante el dafio renal o tras la exposicion a un

estimulo inflamatorio (Sanz et al, 2010).

Se ha demostrado en modelos experimentales de dafio renal que la administracion de
agentes que inhiben o antagonizan la activacion de NF-kB produce efectos beneficiosos.
También se ha conferido un efecto beneficioso de drogas pleiotropicas que se utilizan en uso
clinico para el tratamiento de enfermedades renales, como los esteroides y estatinas y en uso
preclinico como inhibidores de Rho, que entre otras acciones inhiben la activacion de NF-xB

(Sanz et al, 2010).

e Moleculas de adhesion

Las moléculas de adhesidén son un conjunto de ligandos/receptores que median la
adhesiéon célula-célula y célula-matriz, activan la transduccion de sefiales intracelulares y
modifican el comportamiento celular. Pertenecen a tres familias: integrinas, selectinas e

inmunoglobulinas.

La expresion de moléculas de adhesion (selectinas, molécula de adhesidn intracelular-1
o ICAM-1, VCAM-1, integrina alfa-1 o VLA-1, integrina alfa-5 o VLA-5) aumenta cuando hay un
dafio glomerular (Avendafio, 2008), asi mismo, en modelos experimentales de fibrosis renal
aumenta la expresion de ICAM-1y VCAM-1 que median la quimiotaxis y adhesion de macrdfagos
(Morrissey & Klahr, 1998b). En un estudio clinico se han correlacionado los niveles plasmaticos
de ICAM-1y VCAM-1 con el grado de enfermedad renal asi como con marcadores inflamatorios

(TNF-a) (Vaccaro et al, 2007) .



2.6. Perspectivas terapéuticas de la fibrosis renal y lineas de investigacion actuales

Muchos de los estudios experimentales sobre fibrosis renal se han enfocado en la
busqueda de estrategias terapéuticas capaces de inhibir parte de las rutas de sefalizacién
implicadas en el desarrollo de la enfermedad. Para ello se han utilizado distintos modelos
experimentales de fibrosis renal como son el modelo de OUU (Chevalier et al, 2009), o el modelo
de reduccién de masa renal (Rodriguez-Pena et al, 2001) combinados con la administracion de
inhibidores de dichas rutas de sefializacion; también se han realizado estudios utilizando

animales modificados genéticamente que sobreexpresan o no expresan un determinado gen.

Se han realizado diversos estudios con inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina o con inhibidores de sus receptores, obteniendo buenos resultados reduciendo la
progresion de la ERC y fibrosis renal tanto en humanos como en modelos experimentales (Lopez-
Novoa et al, 2010; Nogueira et al, 2017). Como ya se ha mencionado, se ha estudiado la
inhibicion de CTGF en modelos animales observandose una disminucién de la fibrosis renal
(Sanchez-Lopez et al, 2009b), asi como que la inhibicién de la actividad de NF-kB previene la

fibrosis renal inducida por OUU (Tashiro et al, 2003).

La ruta de sefializacién de TGF-B1 también ha sido diana terapéutica en la fibrosis renal;
se ha visto que la administracién de distintos inhibidores de los receptores de TGF-B1 (Meng et
al, 2012a; Moon et al, 2006) asi como la inhibicién de proteinas implicadas en su sefializacion

celular (Meng et al, 2010; Meng et al, 2012b) induce una disminucién de la fibrosis renal.

Como se explico anteriormente, PDGF ha sido objeto de estudio por numerosos autores.
Actualmente, un anticuerpo neutralizante de la isoforma PDGF-DD se encuentra en ensayos
clinicos como posible candidato para el tratamiento de la fibrosis renal. Ademas se han realizado
otros estudios inhibiendo citoquinas como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y

HGF (Boor et al, 2007c).

El mayor problema que se encuentra en la inhibicidn de estas citoquinas es que muchas
de ellas son pleiotrépicas, actian en muchos tejidos y pueden ejercer funciones diferentes
dependiendo del tipo celular. Por ello es necesario el abordaje de estrategias terapéuticas mas

especificas dirigidas hacia la diana concreta donde deben ejercer su funcion.
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3. Enfermedades glomerulares

3.1. Alteraciones histopatoldgicas y mecanismos implicados en el dafio glomerular

Aungue existen mecanismos patogénicos diversos segun los tipos de glomerulopatias,
hay una serie de caracteristicas comunes a la mayoria de éstas: alteracion de la filtracion

glomerulary colapso de la estructura glomerular que origina esclerosis y cicatrizacion (figura 2).
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Figura 2. Representacidon esquematica del proceso de degeneracion glomerular y esclerosis en las
glomerulopatias. La estructura normal de un corpusculo muestra la cdpsula de Bowman junto a la red
capilar glomerular, compuesta por células endoteliales, células mesangiales, podocitos y la membrana
basal (1). Un dafio inicial de naturaleza indeterminada produce una lesidn focal que origina una pérdida
de podocitos y una activacion de la respuesta inflamatoria implicando tanto a células del sistema inmune
como a células residentes (2). Cuando esta lesién no se resuelve mediante los mecanismos de reparacién
tisular normal, y aparece proliferacion de células mesangiales y epiteliales — de la capsula de Bowman-,
extravasacion e infiltracion de linfocitos, fibrosis y pérdida de podocitos, tiene lugar la respuesta
patoldgica (3). La fibrosis producida extiende el dafio por el corpusculo induciendo apoptosis de las células
epiteliales y rellenando los espacios vacios que dejan las células muertas y dando lugar a vias que conectan
la capsula de Bowman con el intersticio, de tal modo que el ultrafiltrado rico en proteinas accede a otras
areas del corpusculo y causa un mayor dafio (4). Adaptado de Lopez-Novoa et al, 2011.
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La glomeruloesclerosis se caracteriza fundamentalmente por acumulacién de MEC en el
glomérulo, principalmente en el mesangio glomerular. Dicha acumulacién de MEC da lugar a un
estrechamiento de los capilares glomerulares y a una disminucién de la filtracion glomerular.
Numerosos tipos celulares participan en este proceso, siendo los mas importantes las células

mesangiales, endoteliales y los podocitos, tal y como se detallard mas adelante.

La proliferacion de las células mesangiales y el dafio en los podocitos son caracteristicas

de muchas de las glomerulopatias (Wiggins, 2007; Ziyadeh & Wolf, 2008).

La inflamacién juega un papel importante en el desarrollo de las enfermedades
glomerulares, ya que activa diversas células renales que mediante la produccion de citoquinas
dafian directamente a las células e intensifican la inflamacion. Las células glomerulares
residentes y las células inflamatorias circulantes (entre las que se encuentran neutrdfilos,
plaguetas y macrofagos) median una respuesta inflamatoria que origina lesiones glomerulares.
Las células inflamatorias reclutadas aumentan la respuesta fibrotica y proliferativa de las células
mesangiales, la expresion del marcador de la TEM a-SMA, la produccidon de componentes de la

MEC e incrementan la liberacion de citoquinas y factores de crecimiento.

Como ocurre en las enfermedades tubulointersticiales, diferentes citoquinas
proinflamatorias participan en acciones paracrinas dando lugar a: dafio y muerte celular,
produccion de TGF-B1 por células renales y fibrosis, vasoconstricciéon renal que origina una
disminucion de la filtracion glomerular e hipoxia, congestién microvascular y contraccidn

mesangial, que causa una disminucidn de la filtracidon glomerular (Lopez-Novoa et al, 2011).

En pacientes con glomerulonefritis, la deposicion de MEC en los glomérulos promueve
una progresion en la enfermedad (Funabiki et al, 1990). La progresién del dafio renal esta
correlacionada con un aumento de colageno IV y VI, laminina y fibronectina en el mesangio
glomerular. En estadios posteriores de la glomerulonefritis, la cantidad de colageno IV, laminina
y fibronectina disminuye de forma gradual mientras que aumenta la expresion focal de colageno
Iy lll. En paralelo a la esclerosis ocurre una apoptosis celular, por lo que los espacios que dejan

las células muertas son rellenados por componentes de MEC.
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3.2.  Células implicadas en el desarrollo de las glomerulopatias
3.2.1. Células mesangiales
Las células mesangiales se encuentran en la parte central del glomérulo entre las asas

capilares haciendo contacto con las células endoteliales (figura 3); sintetizan proteinas de la

MEC, mantenienen la estructura del glomérulo y secretan numerosas citoquinas.
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Figura 3. Estructura normal de un glomérulo y sus principales componentes. Adaptado de
www.kidneypathology.com

Estas células juegan un papel muy importante en la regulacion del flujo sanguineo renal
y de la filtracidn glomerular debido a su capacidad de contraccién. La proliferacidn de las células
mesangiales es una caracteristica comun de la fase inicial de muchas glomerulopatias; ademas
en distintos modelos experimentales de enfermedad glomerular se ha demostrado que esta
proliferacién precede y esta asociada a la deposicion de MEC en el mesangio y por lo tanto a la
fibrosis y glomeruloesclerosis asi como que una disminucidn en la proliferacion de células
mesangiales mejora la fibrosis y glomeruloesclerosis inducida por la enfermedad glomerular
(Kurogi, 2003; Lopez-Novoa et al, 2011). Las células mesangiales son las principales causantes
de la fibrosis glomerular, especialmente en la nefropatia diabética, donde tiene lugar una gran

expansion de la matriz mesangial (Duffield, 2014).

Hay diferentes mediadores como son la angiotensina Il, PDGF o TGF-B1 que promueven

la proliferacion y activacién mesangial dando lugar a la secrecion de diversas citoquinas por




parte de dichas células que van a promover alteraciones como la proliferacién, hipertrofia o

produccion de MEC (Ardaillou et al, 1999; Haberstroh et al, 1993).
3.2.2. Células parietales epiteliales de la capsula de Bowman

La proliferacién de las células parietales epiteliales de la cdpsula de Bowman esta
implicada en el desarrollo de la glomerulonefritis focal segmentaria y en la proliferacién
extracapilar. Diversos estudios han mostrado que dichas células proliferan y producen
componentes de la MEC, adhesion de los capilares glomerulares a la capsula de Bowman y
colapso glomerular en diferentes glomerulopatias. Ademas, estas células pueden activarse y

expresar diversos factores de crecimiento, citoquinas y quimoquinas (Lopez-Novoa et al, 2011).
3.2.3. Podocitos

Los podocitos son células epiteliales altamente diferenciadas que se sitlan sobre la
membrana basal glomerular (figura 3). Tienen una organizacién compleja que consiste en un
cuerpo celular con prolongaciones primarias dirigidas hacia las asas capilares y prolongaciones
digitiformes secundarias denominadas pies de los podocitos o pedicelos, que se adosan contra
la pared de los capilares. Los pedicelos y los diafragmas de filtracidn cubren la parte exterior de
la membrana basal glomerular y juegan un papel importante estableciendo la permeabilidad
selectiva de la barrera de filtracion glomerular, lo que explica por qué el dafio en los podocitos
estd asociado con una marcada albuminuria y por tanto la perdida de podocitos es una marca

distintiva de la progresion de la enfermedad glomerular (Bartlett et al, 2016).

Muchas de las enfermedades glomerulares (como nefropatia diabética, sindrome
nefrético de cambios minimos, glomeruloesclerosis focal segmentaria, glomerulopatia
membranosa o lupus nefritico) tienen como caracteristica comun el dafio en los podocitos, por
lo que se les denominan podocitopatias; este dafio en los podocitos se caracteriza por una
reorganizacion del citoesqueleto de actina que origina desaparicidn de los pedicelos y pérdida

de los diafragmas de filtracion, lo que termina provocando proteinuria (Greka & Mundel, 2012).

La disfuncion de los podocitos origina una insuficiencia renal progresiva. 12) El dafio en
los podocitos causa proteinuria dando lugar a un dafio tubulointersticial que finalmente
progresa a fallo renal. 22) El dafio en los podocitos perjudica a la estructura y funcion mesangial
como se ha demostrado en distintos estudios; los podocitos regulan la funcién y estructura

mesangial mediante la secrecidon de distintos factores humorales, por lo que su reduccion



conllevaria una funcion mesangial deteriorada, proliferacion mesangial y expansion de la MEC.

(Lopez-Novoa et al, 2011). Por ejemplo, la exposicion a angiotensina Il y glucosa elevada
aumentaria la produccién de TGF-B1 (Chen et al, 2004) y VEGF (Kang et al, 2006) por parte de
los podocitos, y ambos factores activan las células mesangiales (Wang et al, 2004). 32) La pérdida
o separacién de los podocitos de la membrana basal glomerular da lugar a glomeruloesclerosis
(Wiggins, 2007). Ademas, la sobreexpresion del receptor AT1 de la angiotensina Il en podocitos
causa glomeruloesclerosis focal y segmentaria. También se ha observado que en la nefropatia
diabética y en la nefropatia IgA, una disminucion en el nimero de podocitos esta correlacionada
con un peor prondstico (Lemley et al, 2002; Pagtalunan et al, 1997), por lo que el dafio en los
podocitos es critico tanto en las podocitopatias como en las enfermedades que no se consideran

especificas de estas células como la nefropatia IgA.

Transicion epitelio-mesénquima

Es importante sefialar que los podocitos no son células tipicamente epiteliales, ya que
carecen de algunos de los marcadores tipicos epiteliales (expresan fundamentalmente P-
cadherina en lugar de E-cadherina) y presentan algunas caracteristicas mesenquimales como

son la expresién de vimentina y a-SMA.

Se ha descrito que tras un dafio la TEM y dediferenciacion de los podocitos puede ser el
primer paso que da lugar a preoteinuria y glomeruloesclerosis en la mayoria de las
glomerulopatias (May et al, 2014). La TEM puede ser iniciada en respuesta a mediadores
circulantes como TGF-B1 (Bottinger & Bitzer, 2002). Durante el proceso de TEM, los podocitos
pierden su polaridad epitelial, el diafragma de filtracion es alterado y se produce una
reorganizacion del citoesqueleto de actina. Durante este proceso, tras la estimulacion con TGF-
B1 los podocitos pierden la expresion de nefrina y de ZO-1, proteinas importantes en el
diafragma de filtracion; ademas se produce un aumento de marcadores mesenquimales como
desmina o MMP9 (May et al, 2014). También, tras estimulacion con TGF-B1 los podocitos
adoptan un fenotipo mesenquimal ya que producen coladgeno | y fibronectina, mientras que en
condiciones normales producen fundamentalmente coldgeno tipo IV y laminina, que son

componentes de la membrana glomerular (Li et al, 2008).

Debido a que los podocitos no son células tipicamente epiteliales, algunos autores

denominan este proceso como “transformacién del podocito enfermo”.



3.2.4. Células endoteliales glomerulares

Las células endoteliales glomerulares responden a distintas sefales y junto a las demas
células glomerulares son responsables de la superficie del complejo tridimensional de la

filtracidn glomerular.

Un dafio en las células endoteliales glomerulares da lugar a diversas glomerulopatias y
ERC. Este dafio causa desde un aumento en la secrecidon de albumina a una marcada proteinuria
con una filtracién glomerular reducida y posterior fallo renal agudo. Ademas la disfuncion
endotelial origina vasoconstriccién y disminucién del flujo sanguineo renal y por tanto

disminucion en la filtracion glomerular (Obeidat & Ballermann, 2012).
3.3.  Membrana basal glomerular

La membrana basal glomerular es una MEC especializada que soporta sus células
adherentes, las células endoteliales glomerulares y los podocitos y separa la vasculatura del
espacio urinario (figura 3). Se trata de una red fibrosa compuesta por laminina, colageno tipo 1V,

nidégeno y proteoglicanos.

La membrana basal glomerular es un componente de la barrera de filtracién glomerular.
Tiene un papel importante en la comunicacidn celular que se produce en el glomérulo, lo que es
esencial para un adecuado desarrollo y mantenimiento de la barrera de filtracidon glomerular.
Asi, los podocitos producen factores que son ligandos para receptores expresados por el
endotelio glomerular (Scott & Quaggin, 2015). Existen distintos factores implicados en este

proceso de comunicacién célula-célula, entre los que se encuentran VEGF, angiopoietinas y TGF-

B1.

La familia de VEGF incluye VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y el factor de crecimiento

placentario.

VEGF es angiogénico, antiapoptotico, quimiotactico para monocitos y aumenta la

permeabilidad vascular.

VEGF-A juega un papel importante en la regulacién de la filtracion glomerular. La
regulacion de la sefalizacion de VEGF-A puede tener un papel terapéutico en la nefropatia

diabética, microangiopatia trombdtica, glomerulonefritis extracapilar y membranoproliferativa.



Existen diversos mecanismos por los que VEGF-A puede empeorar la progresion de la

nefropatia diabética. Entre ellos se puede destacar que un exceso de VEGF-A en diabetes causa
desapariciéon de los pies de podocitos y aumento de fenestraciones endoteliales que conllevan
una alteracion de la filtraciéon glomerular (Veron et al, 2011); ademas VEGF-A estimula la
activacion de TGF-B1 y la sintesis de colageno IV en podocitos y células mesangiales y

directamente induce la proliferacién mesangial (Bartlett et al, 2016).

Aungue un estudio mostré que pacientes con glomerulonefritis rapidamente progresiva
o extracapilar tienen niveles elevados de VEGF tanto en suero como en orina (Nitta et al, 1999),
otros estudios han demostrado que la perdida de capilares en la glomerulonefritis esta asociada
con una reduccién de VEGF-A (Yuan et al, 2002), y que la inhibicién de la expresién de VEGF
causa una proteinuria masiva. Estos resultados aparentemente contradictorios pueden
explicarse porque el dafio en el endotelio puede inducir una liberacion local de VEGF (Hara et al,

2006).

La familia de las angiopoietinas (ANGPTs) se une al receptor tirosina kinasa TIE2,
expresado fundamentalmente en las células endoteliales. Las angiopoietinas son clave durante
el desarrollo por su participacion en la diferenciacién de la vasculatura y en la angiogénesis. Las
angiopoietinas y TIE2 estan expresados en el rifién durante el desarrollo y estan implicados en
las nefropatias en las enfermedades glomerulares. Diversos estudios muestran una
desregulacion de la expresion de ANGPT1y ANGPT2 en las enfermedades renales, observandose
frecuentemente niveles elevados en suero de ANGPT2 y disminuidos de ANGPT1. De este modo,
los niveles séricos de ANGPT2 pueden predecir la mortalidad en la ERC de pacientes y se han
considerado un marcador de enfermedad cardiovascular en nifios con didlisis cronica (Bartlett

et al, 2016).

Es ampliamente conocido el papel de TGF-B1 como mediador de la glomeruloesclerosis
y la nefropatia diabética. Como ya se ha detallado previamente, niveles elevados de TGF-1 en
la ERC estan asociados con fibrosis intersticial asi como pérdida de podocitos y expansion de la

matriz mesangial (Bartlett et al, 2016).

3.4. Glomerulopatias primarias o glomerulonefritis

Las glomerulonefritis reinen a un amplio grupo de glomerulopatias que presentan

procesos inflamatorios de origen glomerular en los que intervienen de forma relevante
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mecanismos inmunoldgicos. La patogenia de la mayoria de las glomerulonefritis se basa en
cuatro mecanismos inmunitarios basicos: presencia de inmunocomplejos circulantes,
inmunocomplejos formados in situ, activacion de la via alternativa del complemento y procesos
mediados por células (Lopez-Novoa et al, 2011). El depdsito glomerular de inmunocomplejos
puede activar el complemento. Como consecuencia de su activacién, se liberan fragmentos
biolégicamente activos y se ensambla un terminal comun, el complejo de ataque a la membrana.
Este complejo de ataque a la membrana es una estructura similar a un canal transmembrana,
que puede llegar a lisar la célula o causar una lesion sublitica que produce la muerte por

apoptosis o la secrecion de mediadores de la inflamacidn (Avendafio, 2008).

Este tipo de glomerulopatias promueven cambios morfoldgicos en los podocitos que
causan una filtracion defectuosa y proteinuria (Greka & Mundel, 2012) acompafiada por una
marcada inflamacién y fibrosis (Kurts et al, 2013), siendo su mayor consecuencia el sindrome

nefritico.

Tabla 1. Clasificacion etioldgica, histolégica y clinica de las
glomerulonefritis

(IETILE

GN proliferativa endocapilar (aguda postinfecciosa)

GN rapidamente progresivas

GN proliferativa extracapilar

GN mesangiocapilar
GN proliferativas mesangiales
Nefropatia IgA
Nefropatia IgM
Enfermedad por cambios minimos
GN focal y segmentaria

Nefropatia membranosa

En cuanto a su clasificacidén, quizads la mas completa sea aquella que reldne una

clasificacion etioldgica, clinica e histoldgica como se recoge en la tabla 1 (Avendafio, 2008).
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3.4.1. Glomerulonefritis extracapilares

Las glomerulonefritis con proliferacién extracapilar se caracterizan por la acumulacion
en forma circular de células en forma de semilunas (crescents, en inglés) que desplazany ocupan
estructuras normales del ovillo glomerular. Estas semilunas estan formadas por varios tipos de
células, entre las que destacan los macréfagos procedentes de los monocitos circulantes, que
han pasado al espacio de Bowman a través de la pared capilar glomerular rota, células epiteliales
de la capa parietal de la cdpsula de Bowman asi como podocitos desdiferenciados en el proceso
de pérdida de sus marcadores de células maduras (Avendafio, 2008; Moeller et al, 2004). La
lesidn inicial que desencadena la formacion de semilunas radica en la rotura de la membrana
basal glomerular, que permite el paso de fibrina y monocitos al espacio de Bowman. Las
semilunas aparecen cuando hay una rotura de la pared capilar y de la capa parietal de la capsula
de Bowman, que permite la entrada de proteinas plasmaticas, material inflamatorio y de
fibroblastos al interior del espacio de Bowman. Esta solucién de continuidad de la pared de los
capilares permite el paso de ciertos elementos del plasma al espacio de Bowman, como son el
fibrindgeno (esencial para la formacidn de las semilunas) y de varias citoquinas (IL-1B) y factores
de crecimiento (TNF-a) que estimulan la proliferacién celular y la inflamacién. También existen
alteraciones de la inmunidad celular. Las semilunas evolucionan hacia la fibrosis, causando
pérdida irreversible de la funcién renal (Avendafio, 2008). Por otro lado, se ha demostrado que
los podocitos, bajo ciertas condiciones pueden cambiar su fenotipo, proliferar y formar parte de
las semilunas glomerulares y conducir ellos mismo este proceso de formacion de semilunas

mediante la expresion del gen Cxcr4 hasta dar lugar a la esclerosis glomerular (Ding et al, 2006).

Dentro de este tipo de glomerulonefritis, la clasificacidn mas aceptada tiene en cuenta

datos clinicos, seroldgicos e histoldgicos; segun esta clasificacion se pueden distinguir 4 tipos:
Tipo 1: glomerulonefritis asociadas con anticuerpos anti-membrana basal glomerular
Tipo 2: glomerulonefritis asociadas con complejos inmunes

Tipo 3: glomerulonefritis sin depdsitos inmunes, con lesiones necrotizantes

glomerulares

Tipo 4: glomerulonefritis combinacién del tipo 1y 3.




En todas ellas existen rasgos comunes, como la estructura de semilunas, la rotura de la

pared capilar y el depésito de fibrindgeno/fibrina.

3.5. Perspectivas terapéuticas de las enfermedades glomerulares y lineas de

investigacion actuales

Tal como se ha explicado las enfermedades glomerulares poseen una serie de
mecanismos patoldgicos que en la mayoria de los casos son comunes a distintas enfermedades
(inflamacion, mecanismos implicados en la pérdida de nefronas, disminucion del filtrado
glomerular, proliferacién mesangial o pérdida de podocitos) siendo todos estos procesos dianas

terapéuticas potenciales.

Al igual que ocurre con el tratamiento de la fibrosis renal, se han realizado muchos
estudios con inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina y con inhibidores de los
receptores de angiotensina (Lopez-Novoa et al, 2010) en los que se han encontrado efectos
tanto en la prevencion de la pérdida de podocitos (Macconi et al, 2009) como en la disminucion
de la proteinuria (Fukuda et al, 2009). Asimismo, PDGF también ha sido objeto de estudio para

el tratamiento de estas nefropatias.

Actualmente esta ampliamente aceptado que el dafio en los podocitos es un proceso
comun en muchas enfermedades renales que causa proteinuria por lo que existen numerosos
estudios para disminuir esta proteinuria basados en disminuir el dafo, pérdida o separacién de
los podocitos (Reiser & Sever, 2013). Entre los compuestos habitualmente mas utilizados por sus
acciones antiinflamatorias o inmunoterapéuticas y que presentan los mejores resultados se
encuentran los glucocorticoides, mineralocorticoides, el inhibidor de mTOR (sirolimus, que se
une al complejo mTORC1), inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y de sus
receptores, o eritropoyetinas como darbepoetina, a los que se les han atribuido efectos directos
sobre los podocitos no conocidos inicialmente (Mathieson, 2011). Por ejemplo, la dexametasona
tiene un potente efecto en la estructura y funcién de los podocitos (Ransom et al, 2005; Xing et
al, 2006) y previene su apoptosis (Wada et al, 2005). Otros autores han comprobado que la
activacion de mTORC1 estd aumentada en la nefropatia diabética y que la reduccién especifica
de su expresion en los podocitos de animales diabéticos inhibe el desarrollo de la nefropatia

diabética (Inoki et al, 2011).



De este modo, cualquier intervencién que pueda estabilizar el citoesqueleto de actina

de los podocitos, promover su recuperacion o reemplazar los podocitos dafiados seria una
potencial estrategia terapéutica en los estados que cursan con proteinuria; el desafio reside en
dirigir selectivamente dichos efectos a los podocitos. Por ejemplo, HGF tiene efectos
reparadores en podocitos dafiados por adriamicina tanto in vivo como in vitro (Kato et al, 2011).
El interferén B reduce la proteinuria en diferentes modelos experimentales de glomerulonefritis
sin afectar aparentemente la inflamacion y tiene efectos marcados en podocitos humanos in
vitro (Satchell et al, 2007). También se ha observado que la inhibicidon de diferentes quinasas

protege los podocitos in vivo e in vitro (Kang et al, 2010; Ma et al, 2010).

Como se ha detallado anteriormente la familia de VEGF juega un papel importante en el
desarrollo de algunas enfermedades glomerulares como la nefropatia diabética, por lo que
existen diversos estudios en los que sus isoformas son dianas terapéuticas para dicha

enfermedad (Bartlett et al, 2016; Gnudi et al, 2015).
4. Cardiotrofina-1 (CT-1)

4.1. Expresiony estructura molecular

La cardiotrofina-1 (CT-1) fue caracterizada y descrita en 1995 por Pennica vy
colaboradores como una proteina de 21,5 kDa capaz de producir hipertrofia en cardiomiocitos

(Pennica et al, 1995a).

Se trata de un mediador de comunicacién celular que pertenece a la familia de la IL-6,
junto con el factor inhibidor de la leucemia (LIF), la oncostatina M, el factor neurotréfico ciliar,
citoquina similar a la cardiotrofina, IL-11, IL-31, IL-27 y la neuropoietina/cardiotrofina-2
(Kishimoto et al, 1995; Pennica et al, 1995a). Los miembros de esta familia, aunque tienen
estructuras terciarias parecidas conteniendo 4 hélices anfipaticas, son muy distintos en cuanto
a la secuencia primaria de aminoacidos (15-20% aminoacidos idénticos). Esta familia de
citoquinas también son llamadas citoquinas-GP130 ya que comparten una subunidad comun en
su complejo receptor, la glicoproteina 130 (GP130), encargada de transducir la sefial al interior
de la célula (Heinrich et al, 2003). Ademads, constan de una segunda o tercera subunidad que

juega un importante papel en la formacion del complejo receptor.



Poseen efectos pleiotrdpicos y redundantes en el organismo y participan en diferentes
respuestas bioldgicas, incluyendo la respuesta inmune, inflamacién, desarrollo neuronal y
hematopoyesis. Ademds activan genes involucrados en diferenciacién, crecimiento,

supervivencia, apoptosis y proliferacidon (Garcia-Cenador et al, 2013a).

El gen que codifica la CT-1 humana fue aislado en 1996 por Pennica y colaboradores y lo
localizaron en el brazo corto del cromosoma 16, en la region 16p11.1-16p11.2. con un tamano

de 6-7 kb, compuesto por 3 exones y 2 intrones (Pennica et al, 1996b).

En el ratén, dicho gen esta localizado en el cromosoma 7F3, compuesto por 3 exones y
2 intronesy con un tamafio de 5,4 kb (Funamoto et al, 2000). La secuencia de aminoacidos entre
raton y rata tiene una homologia del 94%, mientras que la homologia con humano es del 80%

(Ishikawa et al, 1996).

En el ratén adulto el ARNm tiene un tamano de 1,4 kb y se encuentra expresado en
corazon, musculo esquelético, higado, pulmén y rifidn, encontrandose niveles mas bajos en

testiculos y cerebro (Pennica et al, 1995a).

En el humano adulto el ARNm (1,7 kb) presenta elevados niveles de expresion
constitutiva en el corazén, musculo esquelético, prostata y ovarios, niveles menores en pulmon,
rifidn, pancreas, timo, testiculos e intestino delgado y poca expresién en cerebro, placenta,
higado, bazo, colon y en leucocitos de sangre periférica. El patron de expresidn es similar al de
ratdn y rata (Ishikawa et al, 1996; Pennica et al, 1995a), salvo en el higado donde es mayor en
ratdn que en humano. También se ha observado una fuerte expresién en corazén, pulmén vy
rifidn en fetos humanos (Pennica et al, 1995b) y recientemente se encontrd expresion en tejido

adiposo (Natal et al, 2008).
4.2. Complejo receptor de CT-1

La sefializacién de CT-1 requiere la formacion de un heterocomplejo formado por 3
proteinas transmembranas altamente glicosiladas que son: GP130, la subunidad B del receptor
de LIF (LIFRB) también llamada glicoproteina 190 (GP190) y un tercer componente denominado
subunidad a del receptor CT-1 (CT-1Ra). La unidon de CT-1 a sus receptores causa la

heterodimerizacion de GP130y LIFRB (Skiniotis et al, 2008) (figura 4).
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Figura 4. Unién de la CT-1 a un complejo trimérico de receptores que activa la cascada de sefializacion,
formado por los receptores GP130, CT-1Ra y LIFRB. (Modificada de (Skiniotis et al, 2008)). CHR: regiones
homdlogas de unidn a citoquina, CT-1: cardiotrofina-1, D: dominio, FNIII: fibronectina tipo Ill, GP130:
glicoproteina 130, IgD: dominio Ig, JAK: janus quinasa, LIFR: receptor del factor inhibidor de leucemia, TM:
transmembrana.

GP130

Forma parte del receptor y se encarga de iniciar el mecanismo de accién (Fischer &

Hilfiker-Kleiner, 2008).

Consta de (Figura 4):

e Dominio extracelular: dividido en seis dominios diferentes: un dominio Ig-like (D1);
dominio CHR (regiones homodlogas de unidn a la citoquina) que comprende dos
dominios fibronectina tipo Il (FNIII) (D2-D3); tres dominios FNIII adicionales (D4-D6). La
unién del ligando a la subunidad del receptor GP130 tiene lugar a través de los dominios
D1-D3. Los dominios D4-D6 no juegan un papel importante en el reconocimiento del
ligando, pero son necesarios para su sefalizacion.

e Dominio transmembrana (TM).



e Regiodn citoplasmatica: necesaria para la union a JAK 1y 2 y la transduccién de sefiales

al interior celular (Skiniotis et al, 2008).
Receptor del factor LIF (LIFRB) o glicoproteina 190 (GP190)

Es la subunidad transductora de la sefial al interior celular; no es especifica de CT-1, es
compartida por receptores de otras citoquinas de esta familia. Su estructura se diferencia de la
de GP130 en que tiene dos dominios CHR (D1-D2 y D4-D5) anadidos al dominio Ig y tres dominios
FNIII (D6-D7-D8) (figura 4) (Pennica et al, 1996b).

CT-1Ra

CT-1Ra, también denominado GP80R debido a que su peso molecular es de 80 kDa, es
la subunidad a especifica de la citoquina y carece de capacidad de enviar sefiales al citoplasma
(Robledo et al, 1997). La presencia de este receptor adicional especifico para CT-1 fue
descubierto en células neuronales (Pennica et al, 1996a). Confiere una alta potencia tréfica en
la sefializacidn de las motoneuronas; sin embargo, se cree que este componente adicional no es
requerido en otro tipo de células como por ejemplo en los cardiomiocitos (Garcia-Cenador et al,

2013a; Lopez-Yoldi et al, 2015).
4.2.1. Activacion del complejo receptor

Tras la unién de CT-1, se produce la fosforilacién de los residuos tirosina de GP130y LIF-
RB, lo que indica que la sefializacion de CT-1 tiene lugar a través del heterodimero GP130/LIFRp.
Esta activacion de GP130 tiene lugar manera secuencial. Al interaccionar CT-1 con su receptor
especifico (CT-1Ra), el complejo binario formado (CT-1/CT-1Ra) es competente para unirse a

GP130 formando un complejo trimolecular intermedio sin capacidad de sefalizacion.

Este complejo trimolecular promueve la heterodimerizacion de GP130, LIFR y CT-1Ra
(Wollert et al, 1996) provocando cambios bioquimicos en el interior de la célula que inducen
una serie de sefiales intracelulares que dan lugar a la activacion de distintas cascadas de

sefializacion.



4.3. \Vias de sefializacion y su implicacion

La union de CT-1 a GP130 desencadena la activacion de tres vias de sefializacion:

JAK/STAT, MAPK/ERK1/2 y PI3K/AKT (figura 5).

e JAK/STAT (Janus quinasa/Transductor de sefial y activador de transcripcion)

Se trata de una via de sefializacion desde la membrana celular hasta el nucleo que tiene
lugar con gran rapidez. La activacidn de esta via se inicia por la unién de CT-1 a sus receptores y
depende de la activacién de las proteinas intracelulares janus quinasas (JAK-1, JAK-2 y Tyk2) y

del grupo de factores de transcripcion citosodlico (STAT1, STAT3, STATS).

Tras la unién de CT-1 a su receptor, tiene lugar un cambio conformacional en este,
permitiendo la aproximacion de las JAKS, lo que da lugar a su transactivacion (fosforilacion
reciproca en residuos tirosina). Las JAKS, una vez activadas van a fosforilar tanto al receptor (en
su dominio intracelular) como a las STATSs. Esta fosforilacién induce el reclutamiento del factor
de transcripcion STAT3 que se unird mediante su dominio SH2 a los residuos de fosfotirosina de

GP130 (Hendry & John, 2004).

En ausencia de estimulacidn, las STATs se encuentran transcripcionalmente inactivas,
latentes en el citoplasma. Tras ser fosforiladas por las JAKS mediante la fosforilacion de sus
residuos tirosinas conservados (en el caso de STAT3 en la tirosina 705 y en la Ser 727), se produce
la dimerizacion con otros STATs formando homo o heterodimeros a través de sus dominios SH2.
De este modo, cuando STAT1 o STAT3 se unen a los receptores (LIFRB o GP130) que han sido
fosforilados en residuos tirosina, son fosforilados y forman dimeros STAT1-STAT1, STAT1-STAT3
o STAT3-STAT3. Estos dimeros se comportan como factores de transcripcion, ya que se
translocan al nucleo para unirse a promotores especificos en el ADN gendmico, y estimulan la
transcripcion de diferentes genes. Una vez desfosforilados se inactivan y vuelven al citoplasma

(Bhattacharya et al, 2005).
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Figura 5. Vias de sefalizacidn intracelulares activadas por la CT-1. (Modificada de (Garcia-Cenador et al,
2013a)). AKT: proteina quinasa B, CT-1: cardiotrofina-1, ERK1/2: proteina quinasa regulada por sefiales
extracelulares, Gab1/2: proteina de unién asociada a GRB2, GP130: glicoproteina 130, GRB2: proteina de
unién al receptor del factor de crecimiento 2, JAK: janus quinasa, LIFR: receptor del factor inhibidor de
leucemia, MAPK: proteina quinasa activada por mitégenos, MEK: MAP quinasa/ERK1/2, mTOR: diana
mecanistica de rapamicina, PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa, Ras: rat sarcoma, SHC: proteina adaptadora
de la sefializacién, SHP2: proteina tirosina-fosfatasa 2C, SOCS: supresores de sefializacién de citoquinas,
STAT: transductor de sefial y activador de transcripcion.

El reclutamiento de un Unico grupo de STAT para cada familia de receptores de
citoquinas supone un hecho importante para definir la especificidad de la respuesta bioldgica.
Mientras que algunos receptores de citoquinas tienen sélo un punto de unién para STAT, otros
poseen mas de un sitio de anclaje. La presencia de mas de un sitio de unidn permite que dos
moléculas de STAT puedan ser activadas simultdneamente facilitando la dimerizacién. Las JAKS

son las que proporcionan el sitio de unidn para las STAT (Fujitani et al, 1997).

Es importante destacar las vias de regulacién de la via JAK/STAT, ya que su falta de
regulacion puede ser clave en la patogénesis de distintas enfermedades. Existen 3 familias

principales de reguladores negativos de esta via de sefializacidn: proteina fosfatasa de residuos



tirosina (PTPs), familia de supresores de sefializacion de citoquinas (SOCS) y proteina inhibidora

de las STATSs (PIAS).

La activacién de la via JAK/STAT esta implicada en la regulacién de la inflamacidn,
apoptosis, estrés oxidativo y proliferacion celular (Garcia-Cenador et al, 2013a) mediante la
transduccién de sefiales de proteccidon contra la respuesta inflamatoria (Chen et al, 2007),
proteccién frente a la isquemia (Negoro et al, 2000) y frente al estrés oxidativo (Negoro et al,

2001) y promoviendo la angiogénesis.

La activacion de esta via influye en la regulacién de la inflamacidn: dependiendo de la
citoquina que la active, o de las STATs que participen, puede promover una respuesta
inflamatoria o antiinflamatoria. Los efectos de IL-6 estan mediados por los homodimeros p-
STAT3/p-STAT3 o los heterodimeros p-STAT3/p-STAT1. Se ha comprobado que si la activacion
de STAT3 a través de IL-6 es mantenida, puede activar la transcripcién de genes

antiinflamatorios como IL-10 (Murray, 2007).

Ademas, la sefializacion mediada por STAT3 estd involucrada en una respuesta
antiapoptética a través de la sintesis de proteinas antiapoptoticas Bcl-2 (linfoma de células B 2)
y Bcl-xl (linfoma extra-grande de células B) (Bhattacharya et al, 2005); también se ha visto que
la disminucién de la activacion de caspasa-3 observada en un modelo animal de dafio hepatico
estaba asociada con una disminucién de la activacidon de STAT3 (Marques et al, 2007), lo que

pone de manifiesto la importancia de esta via en la regulacion de la apoptosis.

Por otra parte, la activacion de dicha via también participa en la hipertrofia de miocardio
e higado y en la activacidon de genes en respuesta a factores de crecimiento que aumentan la

proliferaciéon celular (Garcia-Cenador et al, 2013a).

e ERK1/2 (proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares)

Otra de las vias que puede activar la CT-1 tras la unién a sus receptores es la via de
sefializacion p42/44 MAPK, también conocida como ERK1/2 (Tian et al, 2004). La estimulacion
celular que da lugar a la fosforilacién de GP130, tras la unidn de CT-1 a GP130, también induce
la unién de la tirosina fosfatasa SHP2 provocando la activacion secuencial de SHP2, Ras, Raf,

MAP quinasa/ERK1/2 (MEK) y ERK1/2.



La via MAPK es directamente responsable de la fosforilacidén y activacion de NF-IL6
(factor nuclear IL-6), un factor que participa en la sefal de traduccién de citoquinas (Nakajima

et al, 1993).

Existen cuatro grupos de MAPK: ERK (ERK1/2), p38, INK y ERK5. Una vez translocadas al
interior del nucleo, activan factores de transcripcion que regulan la expresion de genes que
participan en una gran variedad de procesos celulares como son diferenciacion celular,
motilidad, proliferacion y apoptosis. ERK1/2 se ha relacionado fundamentalmente con
proliferaciéon, diferenciacidon y supervivencia, y JNK y p38 con respuestas a estrés como
inflamacidn y apoptosis, aunque también pueden mediar proliferacién. La sefializacidn a través
de ERK1/2 favorece la supervivencia celular evitando la apoptosis inducida por la fosforilacion
de Bad, que con frecuencia libera Bcl-xI en el citosol, pudiendo ejercer asi sus efectos

antiapoptéticos (Fang & Richardson, 2005).
e PI3K/AKT (fosfatidilinositol 3 quinasa/Proteina quinasa B)
Otra de las vias que activa la unidn de CT-1 a sus receptores es la via PI3K-AKT.

Tras la unidn de CT-1 al receptor, éste se activa y fosforila PI3K, dando lugar a un rapido
incremento de los niveles de su actividad. La activacion de AKT por PI3K causa la fosforilacion de
diversos sustratos involucrados en crecimiento celular, supervivencia, proliferacién y apoptosis

(Scheid et al, 2002).

Estd sobradamente descrita la implicaciéon de esta via en la inhibicidon de la sefial
apoptdtica, y de este modo, los sustratos de AKT incluyen la inactivacién de mediadores
proapoptoticos (Bad, Bax, caspasa-9, factor de transcripcidon Forkhead, p53) y la activacién de
proteinas antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-xL y mTOR). Esta via puede ser activada por un gran nimero

de citoquinas, hormonas y factores de crecimiento.

Bad es un miembro de la familia de Bcl-2 y es un regulador importante de la sefial de
supervivencia. Bad inactivo dimeriza con las proteinas Bcl-x o Bcl-2 neutralizando su actividad
antiapoptoética. La fosforilacién de Bad producida por la activacién de AKT conlleva la liberacion
de Bcl-2 o Bcl-xL que suprimen la via de apoptosis. Por tanto, la fosforilacion de BAD supone la

supresion de la via de apoptosis (Kuwahara et al, 2000).
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Figura 6. Principales efectos producidos por la activacién de las vias de sefalizaciéon de la CT-1. AKT:
Proteina quinasa B, Bad: agonista de muerte celular asociado a Bcl-2, CT-1: cardiotrofina-1, ERK1/2:
proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares, GP130: glicoproteina 130, JAK: janus quinasa, LIFRB:
subunidad B del receptor del factor inhibidor de leucemia, MAPK: proteinas quinasas activadas por
mitégenos, NF-kB: factor de transcripcion nuclear-xB, p38: proteina quinasa 14 activada por mitdégenos,
PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa, SOCS-3: supresor de sefializacion de citoquinas 3, STAT3: transductor de
sefial y activador de transcipcion 3.

También se ha relacionado la activaciéon de esta via con la patogénesis de distintas
enfermedades entre las que se incluye la fibrosis renal (Grande et al, 2010a) y el cancer (Franke

et al, 2003).

Por otro lado, la CT-1 activa NF-kB en cardiomiocitos, monocitos y células endoteliales
de la vena umbilical (Garcia-Cenador et al, 2013a), sin embargo, en modelos experimentales in
vivo de dafio cardiaco (Takahashi et al, 2005) o renal (Garcia-Cenador et al, 2013b) se ha
demostrado que la administracidon de CT-1 disminuye la actividad de NF-«xB; por lo que no hay

consenso sobre la accion de CT-1 sobre NF-kB.



Tal y como se observa en la figura 6, es probable que los efectos de CT-1 se originen por

una combinacidn de todas estas rutas descritas.
4.4. Efectos de la cardiotrofina-1

Como se ha detallado anteriormente, la CT-1 presenta una gran variedad de funciones

a través de distintas vias de sefializacidn y a veces con efectos opuestos.

La mayoria de los efectos descritos de la CT-1 son efectos protectores, sin embargo en
algunos drganos la CT-1 tiene tanto efectos protectores como patoldgicos, y estos efectos
opuestos podrian ser dependientes de la dosis y del tiempo de exposicidn (Garcia-Cenador et al,

2013b).

Asi, un estudio ha demostrado que la exposicidn crénica a niveles muy elevados de CT-
1 estd asociada a fibrosis cardiaca, renal y vascular (Lopez-Andres et al, 2012); en otro estudio
se ha demostrado que la administracion créonica de CT-1 podria acelerar la disfuncidn contractil
en cardiomiocitos mientras que la administracidon aguda de dosis fisiolégicas esta asociada con
una preservacion de esta funcién contractil (Zolk et al, 2005). Estos efectos perjudiciales sélo
aparecen cuando se mantienen niveles elevados de CT-1 en plasma ya sea por sobreproduccion
natural o cuando es administrada a altas cantidades, y no se han observado tras la

administraciéon de dosis bajas (Garcia-Cenador et al, 2013a).

Aungue muchos de sus efectos se han descrito en el corazén, se ha llevado a cabo una
extensa investigacion sobre su papel en otros érganos como el rifién, higado o sistema nervioso

(Garcia-Cenador et al, 2013a; Lopez-Yoldi et al, 2015).
4.4.1. Principales mecanismos protectores de la CT-1

El efecto protector que ejerce la CT-1 en distintos drganos podria ser explicado por su
papel en la proliferacién celular y apoptosis, inflamacién, estrés oxidativo y regulacion del

metabolismo celular.
e Inflamaciéon

La administracién de CT-1 disminuye la expresidn de citoquinas proinflamatorias (TNF-
a o IL-1B), de otros factores implicados en la respuesta inflamatoria como la éxido nitrico sintasa

inducible (iNOS), moléculas de adhesién o marcadores de macrdfagos y disminuye la



acumulacién de neutrdfilos en distintos modelos experimentales tanto en corazén (Benigni et

al, 1996), higado (Aguilar-Melero et al, 2013), rifidon (Garcia-Cenador et al, 2013b) o pulmodn
(Pulido et al, 1999). Por el contrario, en dos estudios in vitro en células endoteliales se ha
observado que la administracion de CT-1 produce un aumento en la migracién y adhesion
celular, debida en parte al aumento de actividad de NF-kB (Fritzenwanger et al, 2008; Ichiki et

al, 2008).

CT-1 induce la sintesis de IL-6 en células endoteliales, epiteliales y monocitos. Se han
descrito distintos procesos en los que niveles elevados de IL-6 pueden tener efecto protector en
el dafio celular (Jung et al, 2011; Mauer et al, 2015). Ademas se ha demostrado que el aumento
de IL-6 debido a la administracion de CT-1 juega un papel antiinflamatorio y protector en un
modelo de nefropatia inducida por gentamicina (Quiros et al, 2016) o tras isquemia/reperfusion

(Garcia-Cenador et al, 2013b).

La activacion de NF-xkB puede dar lugar tanto a efectos proapoptdticos como
antiapoptéticos ya que la traslocacion de p65 al ntcleo puede inducir la expresidén de genes pro
o antiapoptoticos (Barnes & Karin, 1997; Ghosh & Hayden, 2008), pero también genes como
TNF-a, causando apoptosis en las células endoteliales (Xu et al, 2011). La activacién de NF-kB
también puede mediar efectos pro o antiinflamatorios (Sanz et al, 2010). De este modo se
observd que aunque en cardiomiocitos el efecto antiapoptdtico de la CT-1 estaba asociado con
una activacion de NF-xkB (Craig et al, 2001), en un modelo de dafio renal tras
isquemia/reperfusion este efecto antiapoptotico y antiinflamatorio estaba asociado con una

disminucion de la activacidn de NF-xB (Garcia-Cenador et al, 2013b).

e Proliferacion y apoptosis

La apoptosis juega un papel fundamental en el dafio tanto isquémico como no isquémico

en diversos érganos, entre los que se incluye el corazdn, higado, rifidn y el sistema nervioso.

Parte de los efectos protectores observados en el higado y en el corazén se deben a un
aumento de la proliferacion celular tras el dafio producido en estos drganos (Freed et al, 2005;

Yang et al, 2008b).

Se ha demostrado el efecto antiapoptético de la CT-1 en diferentes modelos de dafio

tisular en corazén (Ruixing et al, 2004; Ruixing et al, 2007), neuronas (Peng et al, 2010), células



de musculo liso vascular (Zhou et al, 2003), higado (Aguilar-Melero et al, 2013; Iniguez et al,

2006) y rifidn (Garcia-Cenador et al, 2013b; Quiros et al, 2013).

Como se ha descrito anteriormente, las vias de PI3K/AKT, JAK/STAT, ERK1/2 vy la
regulacion de la activacion de NF-kB son las principales rutas por las que la CT-1 ejerce su efecto

antiapoptético.
e Estrés oxidativo

Un mecanismo por el que la CT-1 puede ejercer sus efectos protectores en distintos
drganos como el corazon, higado, rifidn y sistema nervioso es mediante la disminucién del estrés

oxidativo (Garcia-Cenador et al, 2013a).

El mecanismo por el que la CT-1 ejerce esta funcion se basa en que la activacion de la
via de sefializacién GP130/STAT3 aumenta la expresidén de superdxido dismutasa dependiente
de manganeso (MnSOD) también conocida como SOD2, una enzima que transforma el anién

superodxido en perdxido de hidrogeno, que resulta menos daiino (Negoro et al, 2001).
e Metabolismo energético

Se ha descrito que la CT-1 tiene un papel regulador en el metabolismo energético
mediado por la activacién de la proteina quinasa activada por adenosina monofosfato (AMPK)

(Moreno-Aliaga et al, 2011).

Estudios realizados en higado y tejido adiposo muestran que la administracion de CT-1
induce una disminucion de la lipogénesis y un aumento de la oxidaciéon de acidos grasos.
También, la CT-1 puede regular el metabolismo de la glucosa y aumentar la sensibilidad a la

insulina (Lopez-Yoldi et al, 2015).

En estudios en pacientes se ha observado que individuos con sobrepeso u obesidad

tienen niveles mas bajos de CT-1 en plasma que aquellos con peso normal (Hung et al, 2015).
4.4.2. Efectos de la CT-1 en el sistema cardiovascular

En el corazdn la CT-1 es sintetizada principalmente por cardiomiocitos y secretada hacia

la circulacién periférica (Asai et al, 2000).



Se ha observado tanto in vitro como in vivo que la CT-1 participa en el desarrollo

cardiaco. Ademas la CT-1 estd involucrada en diferentes funciones: protege el miocardio, induce
efectos hemodindmicos (causa hipotensidn sistémica dosis dependiente (Jin et al, 1998)) y tiene
propiedades endocrinas (estimula la secrecién del péptido natrurético tipo Ay tipo B (Hamanaka
et al, 2000)). La CT-1 también estd involucrada en patologias cardiovasculares como
hipertension, enfermedades valvulares, fallo cardiaco y enfermedades de arterias coronarias
(Latchman, 1999), y la administraciéon cronica de CT-1 produce hipertrofia cardiaca (Freed et al,

2003b).

Efectos cardioprotectores

Los efectos protectores de la CT-1 se descubrieron hace aproximadamente dos décadas.
El primer estudio demostraba que la administracién de CT-1 produce una mejora en el dafio
originado en cardiomiocitos tras isquemia/reperfusion aumentando su supervivencia y
disminuyendo la apoptosis (Stephanou et al, 1998). Desde entonces, diversos estudios
experimentales han confirmado el papel protector de la CT-1 como factor de supervivencia
cardiaca y promotor de la proliferacién de cardiomiocitos tanto in vivo (Jin et al, 1996) como in

vitro (Brar et al, 2001a; Liao et al, 2002).

Se ha observado un aumento de la expresion de CT-1 en diversas situaciones
fisiopatologicas de hipoxia cardiaca, entre las que se incluyen angina de pecho, infarto de
miocardio e insuficiencia cardiaca, donde la CT-1 parece ejercer un efecto protector en dichos

procesos (Freed et al, 2003a).

Durante el infarto de miocardio aumenta la produccién de radicales libres de oxigeno
(RLO) (Berg et al, 2005) y se ha descrito que la hipoxia y los RLO generados podrian regular la
expresion de CT-1; a su vez, la CT-1 activa las vias de sefializacién MAPKs y PI3K a través de los

RLO (Ateghang et al, 2006).

Estudios en modelos experimentales de infarto de miocardio revelan que la expresion
de CT-1 estd aumentada en la zona del infarto asi como se observa una elevada expresion de
CT-1 en la zona de miocardio viable en la fase crdnica de restauracién del dafio (Freed et al,
2003a). Se ha descrito en modelos de ratas con isquemia de miocardio que la CT-1 juega un

papel muy importante en la reparacion del tejido y su cicatrizacidn (Freed et al, 2005).



Los efectos antiapoptoticos de la CT-1 que se llevan a cabo en este proceso requieren la
activacion de ERK1/2 (Brar et al, 2001a; Liao et al, 2002). Los efectos cardioprotectores de la CT-
1 también estan asociados con otros mediadores moleculares, incluyendo activacion de
proteinas de choque térmico (hsp70 y hsp90) (Stephanou et al, 1998), induccién del eje
PI3K/AKT/Bad (Kuwahara et al, 2000), activacién de p38MAPK y NF-xB (Craig et al, 2000) y
reduccion del estrés oxidativo via MnSOD (Lopez-Diez et al, 2005). La activacion de la via
JAK/STAT protege a los cardiomiocitos frente al dafio por isquemia/reperfusion reduciendo la
produccion de RLO (Oshima et al, 2005); sin embago, STAT3 no participa en el proceso

antiapoptotico llevado a cabo por CT-1 en cardiomiocitos (He-nan et al, 2009).

El primer efecto descrito de la CT-1 sobre los cardiomiocitos fue el hipertrofico (Pennica
et al, 1995a); sin embargo los mecanismos exactos por los que lleva a cabo esta funcidén no estan
muy claros. La activacién de la via JAK/STAT fue considerada responsable de este efecto
hipertrdéfico (Railson et al, 2002; Tian et al, 2004). También hay estudios que implican la via
MEKS5/ERK en esta respuesta hipertrofica (Takahashi et al, 2005). Ademas se ha descrito que los
efectos hipertroficos de la CT-1 en las células cardiacas son en parte dependientes de la sintesis
de hsp56 a través de la activacion de JAK/STAT, MEK/ERK y PI3K/AKT (Jamshidi et al, 2004).
ERK1/2 inhibe la fosforilacién de STAT3 pudiendo actuar como regulador negativo en la
respuesta hipertréfica inducida por CT-1 (Tian et al, 2004). En otro estudio reciente se ha
descrito GATA 4 (miembro de los factores de trasncripcion zinc finger GATA) como un inductor
de la hipertrofia cardiaca inducida por CT-1 (He-nan et al, 2009); también se le ha atribuido a
GATA 4 un papel en la regulacion de la apoptosis y supervivencia de cardiomicitos a través de la

fosforilacion de ERK1/2 (Kitta et al, 2003; Oka et al, 2006).

Como se resume en la figura 7 la CT-1 utiliza vias divergentes para la regulacion de

hipertrofia y supervivencia.
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Figura 7. Vias de sefalizacion mediante las cuales la CT-1 podria llevar a cabo sus efectos en hipertrofia
y supervivencia. MAPK/ERK juega un papel esencial en la funcién de supervivencia de la CT-1. La CT-1
media sus efectos antiapoptéticos por GATA 4 y por otras vias que tienen sus efectos a través de ERK1/2.
Las vias de sefializacion STAT3 y ERK tienen diferentes papeles en procesos hipertréficos y antiapoptoticos
mediados por CT-1. CT-1: cardiotrofina-1, ERK1/2: proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares,
GATA: factor de transcripcién de eritrocitos, JAK: janus quinasa, MAPK: proteinas quinasas activadas por
mitégenos, STAT: transductor de sefial y activacion de transcripcion.

También se ha descrito un aumento de expresién de CT-1 en los ventriculos de ratas
genéticamente hipertensas (Ishikawa et al, 1999). En humanos, se han observado niveles
elevados de CT-1 en pacientes con fallo cardiaco (Talwar & Choudhary, 2003) y en enfermedad
cardiaca hipertensiva. Mientras que algunos estudios han mostrado una asociacidn entre la CT-
1 circulante y la estructura y funcion ventricular (Gonzalez et al, 2005), otros estudios no han

podido confirmarlo (Zile et al, 2011).

4.4.3. Efectos dela CT-1en el higado

En el higado se expresa el ARNm de CT-1 tanto en hepatocitos como en células no
parenquimales (Marques et al, 2007). Diversos estudios han mostrado que la CT-1 es un factor
esencial en la defensa del higado frente a diversos dafios debido mayoritariamente a su funcion
antiapoptética e inductora de reparacion celular (Garcia-Cenador et al, 2013a; Lopez-Yoldi et al,
2015). Ademas, la exposicidn a agentes pro-oxidantes causa una liberacién de CT-1 por parte de

los hepatocitos.



Los ratones CT-17/ tienen mayor susceptibilidad frente al dafio producido por
isquemia/reperfusion y por un estimulo apoptdtico que los ratones control (Iniguez et al, 2006;
Marques et al, 2007). En el estudio de Marqués y colaboradores se muestra que los ratones CT-
17-son mas sensibles a la muerte por apoptosis mediada por Fas que los ratones control, debido
en parte a la deficiente activacion de STAT3 y al inadecuado control de la actividad calpaina
durante los procesos apoptéticos (Marques et al, 2007). Por tanto, la CT-1 enddgena parece
tener un papel protector natural contra la apoptosis y la isquemia/reperfusion, pudiendo tener

un potencial terapéutico importante.

De acuerdo a estos resultados, se ha mostrado que la administracién de CT-1 protege
frente al dafio producido por isquemia/reperfusion (Iniguez et al, 2006), frente al fracaso
hepatico fulminante producido por galactosamina (Ho et al, 2006), y frente a la hepatitis de
origen virico (Tunon et al, 2011). La administraciéon de un adenovirus que expresa CT-1 en ratas
con trasplante de higado mejora la funcion del higado y la supervivencia de los injertos debido
a una disminucion de la apoptosis mediante la activacion de las vias de sefializacion ERK1/2, AKT
y STAT3 (Song et al, 2008). La CT-1 mejora la regeneracién de higados cirréticos a través del

aumento de la angiogénesis y la proliferacidn celular (Yang et al, 2008b).

En las células hepdticas, la CT-1 activa vias de sefializacion esenciales para ejercer su
accion protectora y antiapoptotica como son STAT3, ERK y AKT. Estos datos indican que la CT-1
podria ser evaluada como molécula hepatoprotectora en situaciones de dafo hepatico agudo.
Recientemente, se ha indicado que la administracion de CT-1 elimina la esteatosis de ratones
con enfermedad hepatica grasa no alcohdlica, y dicho efecto estd mediado por la activacién de
AMPK, supresion de lipogénesis y estimulacion de oxidacion de acidos grasos (Castano et al,

2014).
4.4.4. Efecto de la CT-1 en el sistema nervioso

La CT-1 juega un papel fundamental en el desarrollo del tejido neural y en la proteccion
del sistema nervioso maduro frente a una gran variedad de dafios y disfunciones (Lopez-Yoldi et

al, 2015).

Se trata de la Unica citoquina de la familia de IL-6 que puede ser detectada en el plexo
coroideo en ratas y en el plexo coroideo y liquido cefalorraquideo en humanos (Gard et al, 2004).

Presenta efectos potentes aumentando la supervivencia de las neuronas tanto in vivo como in



vitro (Middleton et al, 2000; Peng et al, 2010). La administracion de CT-1 muestra efectos

miotroéficos y neurotroficos en modelos experimentales de dafio espontaneo de motoneuronas
en ratones (Bordet et al, 2001; Mitsumoto et al, 2001). La administracion de CT-1 protege del
dano cerebral por isquemia en ratones in vivo y reduce la apoptosis neuronal mediante la
disminucion de la actividad de las caspasas 3 y 8 de las proteinas asociadas a microtubulos
(MAP), posiblemente a través de la activacidon de JAK/STAT3, NF-kB, ERK1/2 y AKT (Feng et al,
2003; Peng et al, 2010).

Ademas, los fenotipos que se han encontrado para los ratones deficientes de CT-1 son:
pérdida de motoneuronas en la edad postnatal, reduccién del nimero de motoneuronas
durante el desarrollo (Bordet et al, 2001) y reduccion de la fuerza muscular (Oppenheim et al,

2001).

4.4.5. Efectos de la CT-1en el rifidn

Se ha descrito la expresion de ARNm de CT-1 en rifiones de rata, ratén y humanos.

En estudios recientes en ratas se ha observado que la administracién de CT-1 previene
frente a la toxicidad renal inducida por contrastes iodados (Quiros et al, 2013) y por gentamicina
(Quiros et al, 2016) asi como previene el dafio tras isquemia/reperfusion (Garcia-Cenador et al

2013), lo que sugiere el potencial terapéutico de CT-1 como protector renal.

En el modelo experimental de dafio renal inducido por isquemia/reperfusidn se observé
que la administracion de CT-1 mejora la funcion renal y supervivencia. Estos efectos son
mediados por una disminucion del estrés oxidativo, disminucién de la infiltracion de macrdfagos
y de expresion moléculas de adhesion, disminucién de la expresion de citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL1B e interferdn gamma, IFN-y) y de la apoptosis debida a un descenso

en la activacion de NF-kB (Garcia-Cenador et al, 2013b).

En un modelo experimental de nefropatia inducida por contrastes yodados, la
administracién de CT-1 previene la reduccion de la filtracion glomerular, reduce la expresion en
tejido renal de marcadores de dafo renal (N-acetylglucosaminidasa o NAG, molécula de dafio
renal-1 o KIM-1y PAI-1), disminuye la apoptosis mediante reduccion de actividad de caspasa-3,
y reduce la proliferacién celular y el estrés oxidativo, caracteristicos del fallo renal agudo

inducido por contraste (Quiros et al, 2013).



Por otra parte, la administracién de CT-1 junto con gentamicina reduce la mayoria de las

manifestaciones descritas del fallo renal agudo inducido por este antibidtico (Quiros et al, 2016).

En un estudio en pacientes se ha encontrado una correlacion positiva de los niveles
plasmaticos de CT-1 con indicadores de enfermedad renal subclinica como son
microalbuminuria y el cociente albumina/creatinina urinaria. Aungque no se observé correlacion
entre los niveles plasmaticos de CT-1 y los niveles de creatinina plasmatica ni la filtracion
glomerular, se observd que pacientes hipertensos y diabéticos con dafio renal tienen niveles
mas altos de CT-1 en plasma que aquellos pacientes diabéticos e hipertensos sin dafio renal

(Gamella-Pozuelo et al, 2015).

Aungue un estudio ha descrito que la exposicidn crénica a niveles elevados de CT-1 en
ratas sanas inducia fibrosis renal (Lopez-Andres et al, 2012), estos efectos perjudiciales de la CT-
1 sélo aparecen cuando los niveles elevados de CT-1 son mantenidos durante largos periodos
de tiempo, y ninguno de esos efectos se han observado cuando esta citoquina se administra

durante periodos cortos de tiempo o a dosis bajas (Garcia-Cenador et al, 2013a).

Con estos estudios se puede sugerir que los niveles de CT-1 podrian aumentar con el
dafio renal actuando como una proteccién natural frente a éste, ya que en estudios in vivo se ha
observado que la administracion de CT-1 posee efectos protectores frente al dafio renal (Quiros

et al, 2013; Quiros et al, 2016; Garcia-Cenador et al 2013).
4.4.6. Efectos de la CT-1 en otros 6rganos
e Pulmodn

CT-1 estd presente en el pulmdén humano adulto y se expresa en las células del musculo

liso bronquial, tanto en humano adulto como en feto (Zhou et al, 2003).

La administracion de CT-1 en un modelo de dafio pulmonar agudo inducido por
endotoxina previene la acumulacion neutrofilica pulmonar y posee propiedades
antiinflamatorias (Pulido et al, 1999). Ademas, en un modelo de hipertensidon con hipoxia
pulmonar crdénica, la administracién de CT-1 protege la funcién endotelial de la arteria
pulmonar, disminuye la presidn arterial pulmonar y atenua la hipertrofia ventricular derecha

(Nomura et al, 2003).



e Tejido adiposo

CT-1 se expresa en tejido adiposo y se ha demostrado que es un potente regulador de

la sefalizacién en adipocitos tanto in vivo como in vitro (Zvonic et al, 2004).

En algunos estudios recientes se ha observado el posible efecto antiobesidad de esta
citoquina. La administracion de CT-1 a ratones obesos provoca una disminucion del peso
corporal como consecuencia de la disminucién de depdsitos grasos asi como corrige la
resistencia a la insulina (Lopez-Yoldi et al, 2014). Los mismos investigadores han observado que
la administracion de CT-1 in vitro e in vivo modula la produccién de adipoquinas que participan

en la regulacion del peso corporal, del metabolismo y la inflamacién (Lopez-Yoldi et al, 2016).

e Retina

La CT-1 promueve la supervivencia de los fotorreceptores; probablemente las células de
Miller median este efecto. Los mismos autores sugieren que la liberacién prolongada de CT-1

es esencial para la supervivencia de los fotorreceptores a largo plazo (Song et al, 2003).

e Hueso

CT-1 se expresa en los osteoclastos diferenciados y es capaz de aumentar la actividad y
mineralizacion de los osteoblastos tanto in vitro como in vivo, siendo esencial para la resorcion

Osea normal y capaz de estimular la formacién del hueso (Walker et al, 2008).

e Endotelio

CT-1 se expresa en células vasculares endoteliales y estimula la sintesis de endotelina-1
a través del receptor GP130 (Jougasaki et al, 2002). En cultivos de células endoteliales de la vena
umbilical humana, la estimulacion con CT-1 aumenta de manera dosis dependiente la expresion
de MCP1, y parece que estdn involucradas las vias de sefalizaciéon JAK2/STAT3 y NF-«xB
(Fritzenwanger et al, 2006). Otro estudio en células endoteliales adrticas humanas demuestra
que la CT-1 promueve la adhesidon de monocitos y migracion mediante la estimulacién de ICAM-
1y MCP-1 a través de mecanismos que involucran las vias de sefializacion ERK1/2, p38, PI3K/AKT

y NF-kB (Ichiki et al, 2008).



4.4.7. Otros factores que regulan la expresion de CT-1

Angiotensina Il induce la expresién de CT-1 en fibroblastos cardiacos (Sano et al, 2000),
siendo mayor la expresién de ARNm de CT-1 en fibroblastos que en cardiomiocitos. A su vez, CT-
1 aumenta la expresion de ARNm de angiotensindgeno mediante la activacion de STAT3 en
miocitos cardiacos; el aumento del angiotensindgeno y la produccién de angiotensina Il
contribuye junto con la CT-1 para inducir hipertrofia cardiaca (Fukuzawa et al, 2000). Por otra
parte, la noradrenalina aumenta la expresion del ARNm de CT-1 en miocitos cardiacos, tanto in
vivo como in vitro (Funamoto et al, 2000); la urocortina aumenta los niveles de expresion de CT-
1 tanto del ARNm como de la proteina (Janjua et al, 2003). También se ha visto que FGF-2
aumenta la regulacién de CT-1 en cardiomiocitos y causa hipertrofia post-infarto del miocardio

(Jiang et al, 2007).









Objetivos






La administracion de CT-1 ejerce importantes efectos citoprotectores mediante la

modulacion de distintos mecanismos como son la supervivencia, apoptosis, estrés oxidativo e
inflamacién. Aunque la mayoria de los estudios sobre su efecto se han llevado a cabo en corazén,
higado y sistema nervioso, también se ha descrito que su administracidn en rifidn tiene efectos
protectores, fundamentalmente antiapoptdticos vy antiinflamatorios, en modelos
experimentales de nefrotoxicidad por contrastes iodados y gentamicina y tras
isquemia/reperfusion. Sin embargo, no se ha estudiado el papel de la CT-1 en la fibrosis renal y

en el dafo glomerular.

Nuestra hipdtesis propone que la CT-1 enddgena puede ejercer un mecanismo protector
frente al dafio renal, y por ello, la administracién exdgena de CT-1 disminuiria el dafio renal

producido tanto en la fibrosis renal como en las enfermedades glomerulares.

Por tanto, nuestro objetivo general es estudiar el papel modulador de la CT-1 en
modelos experimentales de fibrosis renal y glomerulonefritis in vivo, asi como su papel en células
epiteliales tubulares, miofibroblastos y podocitos in vitro. Este objetivo general se subdivide en

los siguientes objetivos concretos:

1. Estudio del papel de la CT-1 enddgena y su administracion exégena en el desarrollo
de la fibrosis tubulointersticial mediante un modelo de fibrosis renal experimental inducida por

obstruccién ureteral unilateral en animales deficientes de CT-1 y sus respectivos controles.

2. Estudio del papel de la CT-1 en cultivos primarios de miofibroblastos renales en tres
procesos directamente relacionados con la fibrosis: sintesis de proteinas de MEC, proliferacion

celular y migracion.

3. Estudio del papel de la CT-1 en la hipertrofia celular de células epiteliales tubulares

en cultivo.

4. Estudio del papel de la CT-1 en procesos implicados en la enfermedad glomerular
(inflamacion, glomeruloesclerosis, fibrosis intersticial y distribucidon de podocitos) mediante un

modelo de glomerulonefritis inducido por administracién de suero nefrotéxico (SNT) in vivo.

5. Estudio del papel de la CT-1 en la migracion, proliferacion y morfologia del

citoesqueleto de podocitos maduros inmortalizados.
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1. Materiales

Todos los reactivos, productos, materiales y aparatos utilizados para la realizacion de
este trabajo asi como las casas comerciales correspodientes estan recogidos en las tablas 8,9y

10, que se encuentran al final de la seccion de métodos.
2. Ratones homocigotos de CT-1

Los ratones homocigotos CT-17" fueron amablemente cedidos por el grupo de
investigacion del Dr. Michael Sendtener (Departamento de Neurologia, Universidad de
Wurzburg, Alemania). Estos ratones se generaron mediante insercion de un cassette NeoR por
recombinacion homodloga. Posteriormente se cruzaron con hembras C57BL/6) obteniéndose
ratones CT-1*/* y CT-17" (Oppenheim et al, 2001). Los ratones machos CT-17 los cruzamos con
hembras C57BL/6J, se extrajeron los embriones y se transfirieron a una hembra pseudoprefiada
obteniéndose crias heterocigotas; finalmente, mediante el cruce de estas crias heterocigotas se

obtuvo en nuestro laboratorio la linea de ratones CT-17"y CT-1*/*.

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron ratones machos CT-17" de 3-4 meses de
edad, con un peso de unos 25-30 gramos; como controles se utilizaron sus hermanos de camada
CT-1**. El genotipo de cada animal se analizé mediante el analisis por reaccién en cadena de la

polimerasa o PCR (del inglés, polymerase chain reaction) a partir del ADN aislado de la cola.

2.1. Mantenimiento y manipulacion de los animales

Los animales se mantuvieron en las instalaciones del Servicio de Experimentacion
Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca, en un animalario bajo barrera libre de patégenos.
Los animales se manipularon siguiendo las recomendaciones de la Declaracion de Helsinki de la
Asamblea Médica Mundial y los principios que describen el cuidado y la utilizacion de los
animales de experimentacidn estipulados en las regulaciones internacionales y en las siguientes
instituciones europeas y nacionales: la Directiva Europea 2010/63/UE, la Ley del Estado Espafiol
32/2007 de cuidado de los animales y los Reales Decretos RD1201/2005 y RD 53/2013 sobre la

protecciéon de los animales utilizados en experimentacidn y en otros fines cientificos.



Todos los animales se alimentaron con una dieta estandar, con la siguiente composicion:
almiddn (34,8% del total), proteina bruta (20,2%), cenizas brutas (5,5%), materias grasas brutas
(5%), lisina (1%), calcio (0,9%), fésforo (0,6%), metionina (0,6%), sodio (0,28%), vitamina A (15
Ul/g), vitamina D3 (2,2 Ul/g) y vitamina E (70 Ul/g). Para la preparacion de esta dieta estandar,
se utilizaron los siguientes ingredientes: cereales, subproductos de molineria, harinas o tortas

oleaginosas, harina de carne, compuestos minerales y corrector vitaminico mineral.

El sacrificio de los animales se llevd a cabo siguiendo las guias para la eutanasia de los
animales de experimentacion detalladas en el Anexo Il del RD 53/2013, basadas en el

reglamento 1099/2009 del Consejo Europeo.
2.2. Genotipado de los ratones

Como ya se ha mencionado, el genotipo de los ratones se determind mediante PCR. Para
ello, se digirid una pequefia porcidn del extremo de la cola de los ratones en tampdn de lisis (Tris
50 nM, EDTA 5 mM, NaCl 100 mM, ditiotreitol o DTT 1 mM y espermidina 0,5 mM) al que se
afiadieron 250 ng/uL de proteinasa K, durante 24 horas a 55 °C. El sobrenadante de esta
digestion contiene el ADN gendmico, que se almacend a -20 °C. Con 0,5 L de ADN se procedid
a amplificar mediante PCR una regién especifica del cassette NeoR introducido en los ratones
CT-17"asi como un fragmento del gen de CT-1. Para ello se utilizaron unos cebadores de PCR que
amplifican especificamente un fragmento del casette introducido o un fragmento del gen de CT-

1 en cada caso (Tabla 2), ADN polimerasa, dNTP y el tampdn de reaccion.

Tabla 2. Cebadores para genotipado y condiciones de PCR

Gen Secuencia de los cebadores (5—»3°) T2 de anillamiento Longitud amplicon (pb)

o1 AGCAAGTGGATCTCTATGAGCTG 58 454
TGACTCCATGGTCCTTTGGC
Cassette AGCCGATTGTCTGTTGTGCCC 58 630

NeoR GACGGTGATAGGGGCTTGTC



El producto de la PCR se separd en un gel de agarosa al 1% utilizando un marcador

especifico de 1 kb. El producto de amplificacién del fragmento del cassette introducido aparece
a 630 pares de bases (pb) y el producto de amplificacion del fragmento de gen de CT-1 aparece
a 454 pb. De este modo, cuando el producto de PCR tiene 454 pb, la muestra corresponde a
ratones CT-1*/*, cuando el producto de PCR tiene 630 pb la muestra corresponde a ratones CT-
17"y cuando el producto de PCR tiene 454 y 630 pb, la muestra corresponde a animales CT-1*

tal como se muestra en la figura 8.

630 pb —, [ — e
454 pp —> [ - oms GUS GNP wmS

Figura 8. Genotipado de los ratones. Imagen de un gel de agarosa con genotipaje de ratones CT-1**
(banda a 454 pb) y de ratones CT-17"(banda a 630 pb). CT-1: cardiotrofina-1, pb: pares de bases.

3. Técnicas experimentales in vivo

3.1.  Obstruccidon ureteral unilateral (OUU)

La técnica de OUU es un modelo experimental de fibrosis tubulointersticial que replica
las caracteristicas fisiopatolégicas de esta enfermedad: infiltracion de células inflamatorias,
apoptosis de células tubulares, proliferaciéon de miofibroblastos y excesiva acumulaciéon de MEC
qgue da lugar a fibrosis tubulointersticial (Chevalier et al, 2009). Por lo tanto, con esta técnica
evaluamos el proceso inflamatorio y dafio tubular temprano tras 3 dias de OUU vy la fibrosis

tubulointersticial tras 15 dias de UUO.
3.1.1. Técnica quirurgica

Para los procedimientos quirurgicos se utilizd6 material del fabricante Fine Scientific
Tools (F.S.T.). Se utilizé anestesia inhalatoria: isofluorano 2% en oxigeno al 4% para inducir la

anestesia y del 1,5 al 2% para mantener a los animales anestesiados.



Antes de llevar a cabo la cirugia, se administré una dosis del analgésico buprenorfina
(0,15 mg/kg p.c., via subcutanea) para que terminado el procedimiento quirurgico, ya estuviese

ejerciendo sus efectos.

Una vez anestesiado el ratén se abri6 el abdomen mediante un corte de
aproximadamente 1 cm en la piel de la zona ventral; posteriormente se llevé a cabo un corte en
la capa muscular siguiendo la linea alba para evitar el sangrado. Tras retirar hacia un lateral las
visceras del ratén se localizé el rifidn y el uréter izquierdo. Se realizé una ligadura de este uréter
de doble nudo, con seda 5/0 no reabsorbible, en dos puntos separados 0,3 cm entre si, para
conseguir una obstruccion total del uréter. A continuacion, se introdujeron las visceras en el
interior del ratdn con suero salino para humedecerlas. Finalmente se cerré la incisién de la capa
muscular mediante una sutura continua con seda 5/0 reabsorbible y la herida de la piel con una
sutura discontinua con seda 5/0 no reabsorbible y se desinfectd la zona con solucidn yodada.

Todo el procedimiento se realizd en condiciones asépticas.

Posteriormente se extrajeron los dos rifiones; el rifién izquierdo u obstruido (0), y el

derecho o no obstruido (NO).
3.1.2. Disefio experimental

Con el modelo experimental de OUU analizamos tanto el efecto de la CT-1 enddgena
como su administracion exdgena tras 3 dias de OUU (para evaluar el proceso inflamatorio y dafio
tubular temprano) y tras 15 dias de OUU (para evaluar la fibrosis tubulointersticial ya

establecida); para ello realizamos 6 disefios experimentales.

e Diseflo experimental 1: para evaluar el efecto de la CT-1 enddgena en la fibrosis

tubulointersticial tras 15 dias de OUU. Utilizamos dos grupos de animales (figura 9):

- Grupo CT-1**: ratones machos CT-1**a los que se les practicé OUU y se sacrificaron
14 dias después de la OUU (n=6).
- Grupo CT-17: ratones machos CT-17 a los que se les practicé OUU vy se sacrificaron

14 dias después de la OUU (n=6).
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Figura 9. Esquema disefio experimental 1. CT-1: cardiotrofina-1, OUU: obstruccién ureteral unilateral.

e Diseflo experimental 2: para evaluar el efecto de la CT-1 enddgena en el proceso

inflamatorio y dafio tubular temprano tras 3 dias de OUU. Utilizamos 2 grupos de

animales (figura 10):

- Grupo CT-1**: ratones machos CT-1*/* a los que se les practicé OUU y se sacrificaron

3 dias después de la OUU (n=6).

- Grupo CT-17: ratones machos CT-17 a los que se les practicé OUU vy se sacrificaron

3 dias después de la OUU (n=6).
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Figura 10. Esquema disefio experimental 2. CT-1: cardiotrofina-1, OUU: obstruccidn ureteral unilateral.

e Disefo experimental 3: para evaluar el efecto del tratamiento con CT-1 en la fibrosis

tubulointersticial tras 15 dias de OUU en ratones CT-1*/* (figura 11). Utilizamos 3 grupos

de animales:



- Grupo CT-1**: ratones machos CT-1** a los que se les practicé OUU y se les
administré el vehiculo (suero salino al 0,9%) por via i.v. en la vena dorsal del pene
cada dos dias después de la OUU (n=6); actuaron como grupo control del
experimento.

- Grupo CT-1 100 pg/kg: ratones machos CT-1** a los que se les practicé OUU y se les
administré CT-1 100 pg/kg p.c. por via i.v. en la vena dorsal del pene cada dos dias
después de la OUU (n=5).

- Grupo CT-1 400 pg/kg: ratones machos CT-1** a los que se les practicé OUU y se les
administré CT-1 400 pg/kg p.c. por via i.v. en la vena dorsal del pene cada dos dias

después de la OUU (n=4).
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Figura 11. Esquema diseiio experimental 3. CT-1: cardiotrofina-1, OUU: obstruccidn ureteral unilateral

e Disefo experimental 4: para evaluar el efecto del tratamiento con CT-1 en el proceso
inflamatorio y dafio tubular temprano tras 3 dias de OUU en ratones CT-1*/* (figura 12).

Utilizamos los siguientes grupos de animales:



- Grupo CT-1**: ratones machos CT-1*/* a los que se les practicé OUU y se les

administré el vehiculo (suero salino al 0,9%) por via i.v. en la vena dorsal del pene el
dia después de la OUU (n=6); actuaron como grupo control del experimento.

- Grupo CT-1 100 pg/kg: ratones machos CT-1** a los que se les practicé OUU y se les
administré CT-1 100 pg/kg p.c. por via i.v. en la vena dorsal del pene el dia después
de la OUU (n=5).

- Grupo CT-1 400 pg/kg: ratones machos CT-1** a los que se les practicé OUU y se les
administré CT-1 400 pg/kg p.c. por via i.v. en la vena dorsal del pene el dia después

de la OUU (n=6).
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Figura 12. Esquema disefio experimental 4. CT-1: cardiotrofina-1, OUU: obstruccidn ureteral unilateral.

e Disefo experimental 5: para evaluar el efecto de la suplementacion de los niveles de CT-
1 (mediante administracion exdgena de CT-1) en la fibrosis tubulointersticial tras 15 dias

de OUU en ratones CT-17". Utilizamos 3 grupos de animales (figura 13):

- Grupo CT-17: ratones machos CT-17" a los que se les practicd OUU vy se les
administré el vehiculo (suero salino al 0,9%) por via i.v. en la vena dorsal del pene
cada dos dias después de la OUU (n=6); actuaron como grupo control del

experimento.



- Grupo CT-1 100 pg/kg: ratones machos CT-17" a los que se les practicé OUU y se les
administré CT-1 100 pg/kg p.c. por via i.v. en la vena dorsal del pene cada dos dias
después de la OUU (n=5).

- Grupo CT-1 400 pg/kg: ratones machos CT-17" a los que se les practicd OUU y se les
administré CT-1 400 pg/kg p.c. por viai.v. en la vena dorsal del pene cada dos dias

después de la OUU (n=5).
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Figura 13. Esquema disefio experimental 5. CT-1: cardiotrofina-1, OUU: obstruccién ureteral unilateral

e Disefo experimental 6: para evaluar el efecto de la suplementacion de los niveles de CT-
1 (mediante administracidén exégena de CT-1) en el proceso inflamatorio y dafo tubular

inicial tras 3 dias de OUU en ratones CT-17 (figura 14). Utilizamos los siguientes grupos:

- Grupo CT-17: ratones machos CT-17" a los que se les practicd OUU vy se les
administré el vehiculo (suero salino al 0,9%) por via i.v. en la vena dorsal del pene el

dia después de la OUU (n=6); actuaron como grupo control del experimento.

- Grupo CT-1 100 pg/kg: ratones machos CT-17" a los que se les practicé OUU y se les
administré CT-1 100 pg/kg p.c. por via i.v. en la vena dorsal del pene el dia después

de la OUU (n=5).



- Grupo CT-1 400 pg/kg: ratones machos CT-17" a los que se les practicé OUU y se les

administré CT-1 400 pg/kg p.c. por viai.v. en la vena dorsal del pene el dia después

de la OUU (n=6).
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Figura 14. Esquema disefio experimental 6. CT-1: cardiotrofina-1, OUU: obstruccidn ureteral unilateral.

La CT-1 recombinante de ratén se disolvid segun las especificaciones del fabricante y se
almacend a -20 °C hasta su utilizacidn. Las dosis de CT-1 fueron selecionadas en base a estudios
previos en los que se muestran efectos renoprotectores de la administracién exégena de CT-1

(Garcia-Cenador et al, 2013b; Quiros et al, 2016; Quiros et al, 2013).

3.2. Glomerulonefritis inducida por suero nefrotéxico (SNT)

Este modelo experimental de glomerulonefritis origina un dafo en las células
glomerulares, formacion de semilunas asi como una marcada inflamacidn y fibrosis (Tam et al,
1999), replicando algunas de las caracteristicas patoldgicas de la glomerulonefritis humana
crescéntica (Pippin et al, 2009). Este modelo ha sido usado en diversos estudios de esta

enfermedad (Khan et al, 2005; Vasilopoulou et al, 2016).



3.2.1. Técnica experimental

Para llevar a cabo el modelo experimental de glomerulonefritis, se preinmunizaron los
ratones con una inyeccion subcutdnea de I1gG de oveja 10 mg/mL con adyuvante completo de
Freud (ACF). EI ACF forma una emulsidon con el antigeno permitiendo que éste se libere
lentamente e incorpora una suspension de micobacterias muertas que atraen macrofagos al
lugar de la inyeccion favoreciendo la respuesta inmunitaria. Para la preparacion de esta mezcla
se afiadieron por cada ratén 200 uL de IgG de oveja, 600 pL de suero salino y 800 pL de ACF, se
mezclaron hasta que se consiguid que una gota de este preparado no se disolviera en agua. Se
realizaron dos inyecciones subcutaneas con aguja 25G de 100 plL de esta mezcla en el costado
del animal. 5 dias después de esta preinmunizacion se inyectd por via intravenosa en la vena de
la cola 250 pL de SNT de oveja, proporcionado por el grupo del Dr. Michael G. Robson (Centro

de Transplantes, King’s College de Londres, Reino Unido) (Brown et al, 2006).
3.2.2. Disefio experimental

Con este modelo de glomerulonefritis inducida por SNT evaluamos la expresién de CT-1
en distintos estadios de la enfermedad y el efecto de la administracion exdgena de CT-1 en la

progresion de la enfermedad; para ello hemos llevado a cabo dos disefios experimentales:

e Disefo experimental 1: para evaluar la expresion de CT-1 en los distintos estadios de la

enfermedad. Utilizamos los siguientes grupos (figura 15):

- Grupo control: ratones machos con fondo genético C57BL/6J sanos, que se
utilizaron como controles (n=6).

- Grupo 7 dias SNT: ratones machos C57BL/6J que se sacrificaron 7 después de la
administracién i.v. del SNT (n=6).

- Grupo 21 dias SNT: ratones machos C57BL/6J que se sacrificaron 21 dias después de

la administracion i.v. del SNT (n=5).

El dia del sacrificio de los ratones de los 3 grupos experimentales se recogieron los dos

rifiones; previamente habiamos recogido plasma y orina tras 24 horas en jaulas metabdlicas.
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Figura 15. Esquema disefio experimental 1 modelo glomerulonefritis. ACF: adyuvante completo de

Freud, i.v.: intravenoso, s.c.: subcutaneo, SNT: suero nefrotodxico.

e Diseflo experimental 2: para evaluar el efecto de la administracién de CT-1 en la

progresién de la glomerulonefritis tras 21 dias de la administracion del SNT. Utilizamos

los siguientes grupos (figura 16):

- Grupo control: ratones machos C57BL/6J sanos que actuaron como controles (n=6).

- Grupo SNT: ratones machos C57BL/6J a los que se les administrd el vehiculo (suero

salino al 0,9%) via i.v. en la vena dorsal del pene los dias 9, 13 y 16 después de la

administracién viai.v. del SNT (n=9).

- Grupo SNT+ CT-1 400 pg/kg: ratones machos C57BL/6J a los que se les administré

CT-1 400 pg/kg p.c. por viai.v. en la vena dorsal del pene los dias 9, 13 y 16 después

de la administracidén via i.v. del SNT (n=8).

A los dos grupos de ratones a los que se les indujo la glomerulonefritis se les recogid

orinay plasma 7 dias después de la administracion del SNT para medir la albuminuria y separar

los ratones en dos grupos (grupo SNT y grupo SNT+ CT-1 400 pg/kg) con valores de albuminuria

semejantes y por tanto con un grado de dafio glomerular semejante. Asi mismo se les recogio

orina y plasma el dia antes de la inyeccidn subcutanea de la mezcla de ACF e IgG de oveja y el

dia del sacrificio se les recogieron los dos rifiones, plasma y orina de 24 horas.
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Figura 16. Esquema disefio experimental 2 modelo glomerulonefritis. ACF: adyuvante completo de
Freud, i.v.: intravenoso, s.c.: subcutaneo, SNT: suero nefrotéxico.

3.3. Recogida de orina de 24 horas: jaulas metabdlicas

Durante el desarrollo del modelo experimental de glomerulonefritis se utilizaron jaulas
metabdlicas individuales para la recogida de la orina de 24 horas de los animales. Estas jaulas
estan disefiadas para separar de forma efectiva la orina de las heces del animal en tubos
externos a la jaula (Kurien et al, 2004) ya que el habitaculo en el que se encuetran los animales
presenta un suelo de rejilla permitiendo la caida de heces y orina y su posterior separacién. Los
animales disponen de comida y bebida ad libitum. Antes de la recogida de la orina se debe afiadir
aceite mineral al tubo colector para evitar la evaporacion de la orina y azida sédica al 0,1% para

evitar una posible contaminacion bacteriana de la muestra.

Tras la recogida de la orina, ésta debe ser procesada para eliminar el aceite mineral y
otros elementos (resto de comida, pelos del animal...) con los que se haya podido contaminar la
muestra. Para ello, se centrifugd a 2000 g durante 8 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se alicuoté y conservo a -80 °C para su conservacion hasta su analisis.
3.4. Recogida de sangre y plasma

La extraccidn de sangre se realizd en la vena safena lateral, por lo que previamente a
esta extraccion se rasuré la zona baja de la extremidad para visualizar la vena. La recogida de

sangre se llevé a cabo por un método que permite trabajar con el animal despierto. Se introdujo



el animal en un inmovilizador apropiado que permite coger un pliegue de piel entre la cola y el

muslo. Se punzé la vena con una aguja de 25G y se recogid la sangre en un capilar heparinizado.
Su contenido fue depositado en tubos tipo eppendorf y estos fueron centrifugados a 7000 g, 4
°C durante 4 minutos para la obtencidn del plasma libre de restos celulares. El plasma fue

conservado a -20 °C para su posterior analisis.
3.5. Perfusion y recogida de drganos

La perfusidn con NaCl 0,9% es la sustitucién de la sangre en los érganos del animal por
suero salino con el fin de limpiar los tejidos de células sanguineas que puedan interferir con su
posterior anadlisis histoldgico. Para llevarlo a cabo se anestesié a los animales con pentobarbital
0,01 mg/Kg via i.p. La perfusion se realizd pinchando con una aguja 25G en el ventriculo
izquierdo conectandose a un sistema de perfusion de suero salino heparinizado. Tras la
perfusién, la descapsulacion y recogida de los rifiones debe de ser rapida para evitar la
degradacion de ARN. En el modelo experimental de glomerulonefritis, el rifidn izquierdo se
dividié por la mitad, en un plano frontal respecto a cdmo se dispone anatdmicamente y se
incluyé en formaldehido 3,7% pH 7 para estudios histoldgicos y el otro rifion fue ultracongelado
en nitrégeno liquido y conservado a -80 °C para su posterior analisis por diferentes técnicas
moleculares. En el modelo experimental de OUU, cada rifidn (izquierdo u obstruido y derecho o
no obstruido) se dividid a la mitad incluyendo una mitad en formaldehido 3,7% pH 7 y
empaquetando y conservando la otra mitad a -80 °C para su analisis por diferentes técnicas

moleculares.

4. Determinaciones bioquimicas

4.1. Determinacion de la creatinina plasmatica y urinaria

Las concentraciones de creatinina plasmatica y urinaria se determinaron en el grupo del
profesor Neil Dalton del Evelina London Children’s Hospital (King’s College de Londres, Reino
Unido). Se midieron mediante espectrometria de masas por electropulverizacion con dilucion

isotopica (Greenberg et al, 2012).



El aclaramiento de creatinina (mL/min por gramo de peso corporal) fue derivado de la
férmula creatinina urinaria x volumen de orina x 1440 min™ x creatinina plasmética™ x peso

corporal (g)* (Dessapt-Baradez et al, 2014).
4.2. Determinacion de la urea plasmatica

Para la determinacion de la concentracidn de urea plasmatica se utilizo el kit comercial
“Quantichrom Urea Assay Kit”. Este kit se basa en el método colorimétrico propuesto por Jung
y colaboradores (Jung et al, 1975), que describe la reaccion que se produce entre la urea, y dos
moléculas, el ortoftalaldehido y el N-naptileno diamida para dar lugar a un compuesto coloreado
cuya intensidad de color es directamente proporcional a la concentracidn de urea. Siguiendo las
indicaciones del kit comercial, se pipetearon 5 uL de las muestras plasma en una placa de 96
pocillos y de la recta estandar de urea (0-50 mg/dL urea). Se afiadieron 200 pL de la mezcla de
reactivos A-B del kit comercial (proporcién 1:1) a cada pocillo y se incub¢ la placa durante 20
minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, se midid la absorbancia de los
pocillos en un lector de placas a 520 nm. Tras calcular la recta estandar, se extrapold la
concentracién de urea de cada una de las muestras de plasma analizadas. Para calcular el valor
de los compuestos nitrogenados en sangre (BUN, del inglés blood urea nitrogen) en mg/dL se

dividio la concentracidn de urea en mg/dL entre 2,14, tal como especifica el fabricante.

5. Estudio histoldgico

Los riflones destinados a la realizacion de los estudios histolégicos se fijaron con
formaldehido tamponado al 3,7% durante al menos 24 horas. Después se deshidrataron en
etanol de concentracién creciente desde 50% hasta 100% para permitir que la parafina pueda
penetrar posteriormente en el tejido ya que no es miscible con el agua. Se sumergié el tejido en
xileno, para sustituir el alcohol en el tejido deshidratado y por tanto favorecer la penetraciéon de
la parafina en el siguiente paso. Finalmente, el tejido se incluyd en parafina en una estufa a 60
°C durante 24 horas y se obtuvieron bloques, que se cortaron con un microtomo en secciones
transversales de 5 um de grosor. Por ultimo, los cortes se depositaron en un portaobjetos y se
dejaron secar en la estufa durante 24 horas. Antes de realizar las diferentes tinciones, se
desparafinizan los cortes de tejido con xileno y se rehidratan haciéndolos pasar por una serie de
graduaciones decrecientes de alcohol etilico hasta finalizar con una solucién 100% de agua

destilada.



Métodos

5.1.  Tincién hematoxilina-eosina (HE)

Esta técnica histoldgica permite el estudio de la estructura morfoldgica de las células
gue conforman el tejido. La hematoxilina tiene afinidad por los acidos, por lo que se une a los
acidos nucleicos y por tanto tifie de azul los nucleos celulares. La eosina, debido a su afinidad

por los compuestos basicos tifie de color rosado el citoplasma de la célula.

Para llevar a cabo la tincion se sumergid el rifiéon desparafinado e hidratado en
hematoxilina de Harris durante 10 minutos, se lavaron los restos de colorante con agua y se
sumergid en eosina durante 30 segundos. Por ultimo, se deshidraté nuevamente el tejido con
etanoles en distintas concentraciones siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.
Después de la deshidratacion, se afiadié el medio de montaje DPX a los portaobjetos y se colocd

un cubreobjetos para proteger los cortes teiiidos.

Cuando el medio de montaje se seco, se codificaron los portaobjetos para hacer un
estudio ciego y se hicieron fotos con una cdmara digital conectada a un microscopio dptico. Para
ello, se utilizé el software DP Controller. Ademas de una descripcion de las fotos tomadas, se
realizd una valoracion semicuantitativa del grado de dafio de las mismas mediante la
determinacién de un indice de dafio histoldgico. Para ello, se tomaron en cada rifién 10 fotos de
la zona cortical de manera aleatoria y representativa, con un aumento 400X. Cada una de estas
fotos se dividio en 10 secciones. A cada una de estas secciones, se le dio un valor de 0 a 3 de

acuerdo al siguiente criterio:

Valor 0: Histologia normal.

e Valor 1: Hinchamiento de células tubulares, pérdida de borde en cepillo, vacuolizacién,
presencia de material hialino, pérdida de nucleos en el perimetro de los tubulos renales
o dilatacién tubular en un tercio de la seccidn.

e Valor 2: Mismas caracteristicas que el valor 1, pero entre uno y dos tercios de la seccion.

e Valor 3: Mismas caracteristicas que el valor 1, pero en mas de dos tercios de la seccion.

Los valores de las secciones se sumaron de manera que cada foto tenia un valor total
situado entre 0y 30. El indice de dafio histolégico para un rifién dado se determiné mediante el

promedio de los valores de las 10 fotos tomadas.
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5.2. Tincidn con acido periddico y reactivo de Schiff (PAS)

Esta técnica histolégica permite la deteccion de polisacaridos en tejidos, tanto
glucégeno como mucopolisacaridos. La modificacion quimica del tejido consiste en la oxidacion
mediante el acido peryddico de los enlaces entre los carbonos proximos que contienen grupos
hidroxilos. Esto provoca la formacion de grupos aldehidos que son reconocidos por el reactivo
de Schiff, el cual se combina con ellos para dar un color rojizo brillante. Los nucleos se tifien de
color azul-violeta. Esta técnica la hemos utilizado para valorar la morfologia de los glomérulos

en los rifiones del modelo experimental de glomerulonefritis.

Para llevar a cabo la tincién se sumergio el rifién deparafinado e hidratado en acido
peryddico durante 5 minutos, se lavd con agua y se sumergié en acido de Schiff durante 15
minutos, tras 3 lavados con agua de 10 minutos cada uno se sumergié en hematoxilina de Mayer
durante 1 minuto, y se lavaron los restos de colorante con agua. Por ultimo, se deshidrato
nuevamente el tejido con etanoles en distintas concentraciones siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente. Después de la deshidratacion, se afiadié el medio de montaje DPX a los
portaobjetos y se colocd un cubreobjetos para proteger los cortes tefiidos y se almacenaron

hasta su observacion en el microscopio dptico.
5.3. Tincién de Rojo Sirio

Para la valoracién de la fibrosis renal mediante andlisis de imagen, las preparaciones se
tineron con Rojo Sirio, cromdgeno especifico para el tejido conectivo. Los cortes se
desparafinizaron, hidrataron y a continuacién, se lavaron durante 10 minutos con agua
corriente. Para preparar la solucién de Rojo Sirio se mezclaron 10 mL de Rojo Sirio con 90 mL de
una solucidn saturada de acido picrico (para garantizar la saturacidon es conveniente que queden
restos de 4acido picrico sin disolver) y se dejé reposar durante 48 horas, efectuandose
posteriormente la tincién con la solucion de Rojo Sirio durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Los portaobjetos se mantuvieron durante 5 dias en etanol absoluto, se aclararony se
montaron del mismo modo que con la hematoxilina y eosina. Es necesario esperar unas 48 horas

antes de manipular la preparacion.

Para realizar los estudios de andlisis de fibrosis, los portaobjetos se codificaron para un
estudio ciego. Se realizaron al microscopio éptico 15 fotos de la zona de la corteza renal de cada

muestra y se cuantificé la fibrosis con el programa Image-Pro Plus.



5.4. Tincidn con tricromico de Masson

Esta tincion persigue resaltar fibras colagenas del tejido conjuntivo, tinendo ademas el
resto de estructuras tisulares. Ademads del colorante nuclear (la hematoxilina férrica de
Weigert), utiliza el colorante anidnico fucsina 4cida, un colorante rojizo como el Ponceau de
xilidina o acido fosfotungstico y un colorante anidnico que tifie las fibras de colageno que puede
ser azul de anilina o light green. Los cortes se desparafinizaron e hidrataron. Se mantuvieron
durante una noche en liquido de Bouin (750 mL de solucién acuosa saturada de acido picrico (al
1-2% en agua destilada), 250 mL de formalina concentrada (40% de formaldehido con un 60%
de metanol) y 50 mL de acido acético glacial, pH 2,2). Se lavaron los cortes con agua destilada
hasta la desaparicién del color amarillo. A continuacion, se tifieron con hematoxilina férrica de
Weigert (0,5 g de hematoxilina cristalizada, 0,75 g de cloruro férrico, 1 mL de acido acético glacial
en 100 mL de agua) durante 10 minutos. De nuevo se lavaron las preparaciones con agua
destilada y se tifieron con la solucién escarlata de Biebrich-fucsina acida (90 mL de Escarlata de
Biebrich al 1% en agua destilada, 10 mL de fucsina acida en solucidn acuosa al 1%, 1 mL de acido
acético glacial) durante 2-5 minutos. Se lavaron con agua destilada y, durante 10 minutos, se
tifieron con una solucién acuosa de acido fosfotungstico al 5%. Posteriormente, se tifieron con
solucién de verde tenue (light green) al 2% (99 ml de agua destilada, 2 g de verde tenue SF
amarillento (C.I. 42095) y 1 mL de acido acético glacial). Los cortes asi tefiidos se lavaron y se
diferenciaron con acido acético al 1% durante 3-5 minutos. Después de la deshidratacién, se

montaron las preparaciones y se almacenaron hasta su observaciéon en el microscopio dptico.

5.5. Inmunohistoquimica

Esta técnica se basa en la localizacion especifica de proteinas en cortes de tejidos.
Consiste en la conjugacion de un anticuerpo primario con la proteina a identificar y en su
posterior deteccion mediante anticuerpos secundarios ligados a moléculas que permiten la
visualizacidn microscopica tras la adicion de un cromégeno. Tras la hidratacion del tejido renal
anteriormente descrito se llevd a cabo el desenmascaramiento del antigeno hirviendo las
muestras en un buffer citrato a pH 6 durante 4 minutos a 100 °C en olla a presion y se dejé
reposar 20 minutos. Después se incubd con perdxido de hidrégeno al 1,6% durante 10 minutos
y se bloqued el tejido renal con albumina bovina sérica (BSA, del inglés bovine serum albumine)
al 5% en PBS-TWEEN 20 (PBS,del inglés, phosphate buffered saline) al 0,1% durante 1 hora a

temperatura ambiente para saturar los posibles sitios de unidn inespecifica de los anticuerpos y



se incubo el anticuerpo primario en la solucion de bloqueo durante toda la noche a 4 °C. Después
se realizé otro lavado con PBS-TWEEN, se incubd con el anticuerpo secundario biotinilado
conjugado con la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP, del inglés, horseradish peroxidase)
en la solucién de bloqueo durante 30 minutos y se lavd de nuevo con PBS. Inmediatamente
después se afiadié el cromdgeno diaminobenzidina durante 10 minutos, y se lavaron con
abundante agua corriente. Seguidamente se contrastaron ligeramente sumergiéndolos en

hematoxilina unos segundos, aclarandolos rapidamente.

Por ultimo, se deshidrataron y se montaron las preparaciones y se almacenaron hasta

su observacion en el miscroscopio éptico, donde se evalud la expresion y localizacion de las

proteinas de estudio y se obtuvieron imagenes representativas a diferentes aumentos.

Tabla 3. Condiciones de los anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica

Anticuerpo primario Dilucion

AcM de raton anti-a-SMA

A2547 (Sigma-Aldrich) 1:300
AcP de conejo anti-caspasa-3 activada 1:200
9661 (Cell Signaling) '
AcM de rata anti-cardiotrofina-1 1:100
MAB438 (R&D system) '
AcP de conejo anti-colageno IV 1:100
ab19808 (Abcam)
AcM de rata anti-F4/80 1:1000
MCA497R (Abd Serotec)
AcP de conejo anti-iNOS (N-20) 1:50
Sc-650 (Santa Cruz biotechnologies)
AcP de conejo anti-LIFR 1:100

Sc-659 (Santa Cruz biotechnologies)

Anticuerpo secundario Dilucién

Anti-ratén

Anti-conejo

Anti-rata

Anti-conejo

Anti-rata

Anti-conejo

Anti-conejo

1:300

1:300

1:300

1:300

1:300

1:300

1:300



AcM de conejo anti-vimentina clon EP21  1:100 Anti-conejo 1:300
AC-0024 (Cell Marque)

Para el estudio de la expresidon de CT-1 en el disefio experimental 1 del modelo de
glomerulonefritis inducido por SNT se realizd un score de la expresion de CT-1 alrededor del
glomérulo. Para ello, los portaobjetos se codificaron para un estudio ciego, y se evaluaron 50
glomérulos de cada muestra. Se considerd score=0 sin tincion alrededor del glomérulo, score=1
tincién débil y score=2 tincidn fuerte tal como se muestra en la figura 17. El score para una

muestra dada se determind mediante el promedio de los valores de los 50 glomérulos evaluados

en la misma.
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Figura 17. Imagenes representativas de los distintos scores de la tincion inmunohistoquimica de
cardiotrofina-1. Magnificacién original: 400X.

5.6. Inmunofluorescencia

Esta tincidn, al igual que la técnica de inmunohistoquimica, se basa en la deteccion y
localizacion de una determinada proteina en el tejido de estudio mediante un complejo formado
por anticuerpos. A diferencia de la tincidon de inmunohistoquimica donde se afiade el cromdgeno
diamenobenzidina, en la inmunofluorescencia el anticuerpo secundario reconoce, por una
parte, al anticuerpo primario, y por otra, se encuentra unido a un fluorocromo, capaz de emitir
fluorescencia en el espectro visible tras ser excitado con diferentes longitudes de onda. Ademas,
esta técnica permite estudiar multiples proteinas en un mismo tejido de forma simultanea,

gracias a la utilizacién de anticuerpos secundarios unidos a fluorocromos diferentes. El



procedimiento a seguir es igual que el explicado anteriormente en el apartado 5.5 hasta el
momento en el que se incubd con el anticuerpo primario en la solucion de bloqueo a 4 °C
durante toda la noche; posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-TWEEN 20 al 0,1%, se
incubd el anticuerpo secundario en la solucién de bloqueo durante una hora a temperatura
ambiente y en oscuridad. Después de la incubacién con el anticuerpo secundario, se lavd 3 veces
con PBS 1Xy se tifleron los nucleos incubando los cubreobjetos en una solucién acuosa 2 uM de
Hoechst 33258 durante unos segundos. En ultimo lugar se montaron los cubreobjetos sobre un
portaobjetos utilizando 10 uL de ProLong Gold Antifade. La tabla 4 muestra las condiciones de
los anticuerpos primarios y secundarios utilizados. Se esperd al menos una hora tras el montaje
para poder observar las preparaciones en un microscopio de fluorescencia. Se realizaron
fotografias a diferentes aumentos y se obtuvieron imagenes representativas de cada grupo con

un microscopio 6ptico de fluorescencia.

Tabla 4. Condiciones de los anticuerpos utilizados en inmunofluorescecia de tejido

Anticuerpo primario Dilucién Anticuerpo secundario Dilucién Fluoréforo

AcM de raton anti-a-SMA

A2547 (Sigma-Aldrich) 1:100 Anti-raton 1:200 o
AcM &eA’:;: :;‘;;c;::is‘::r‘:‘;i“a'l 1:50 Anti-rata 1:200  Alexa Fluor 488
AcP dg ;c-)lz;\:z; raongt;n)efrina 1:75 Anti-cobaya 1:200  Alexa fluor 594
AcP de conejo anti-WT1 1:100 Anti-conejo 1:200  Alexa fluor 594

AP15857PU-S (Acris Antibodies)



5.7. TUNEL

Para identificar apoptosis utilizamos el ensayo enzimatico TUNEL (del inglés, terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) que detecta la fragmentacién de ADN
debida a cascadas de sefializacion apoptoticas. Se utilizd el kit commercial “In situ Cell Death
Detection Kit” que permite la detecién y cuantificacidon de apoptosis de cada célula basado en el
marcaje de hebras fragmentadas de ADN. La tincidon con TUNEL se llevd a cabo en tejidos en

parafina siguiendo las especificaciones del fabricante.

6. Técnica de ELISA

El ensayo de inmunoabsorciéon enzimatica (ELISA, del inglés Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) es un método cuantitativo basado en la deteccion de un antigeno
presente en una muestra mediante anticuerpos que, directa o indirectamente, producen una
reaccion cuantificable espectrofotométricamente (Engvall & Perlmann, 1971). Se utilizd un kit
comercial de ELISA para detectar albumina en orina. La orina se recogio tal y como se ha
explicado en el apartado 3.3. El inmunoensayo se realizd siguiendo las instrucciones del
fabricante: se incubd el anticuerpo de captura en la placa de ELISA proporcionada por el
fabricante durante 1 hora, se lavaron los pocillos 3 veces con la solucion de lavado,
posteriormente se incubd con la solucidon de bloqueo durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Después de realizar 3 lavados se pipetearon 100 pL de las muestras a analizar, de la
recta patron y de los controles. Posteriormente se produjo una incubacién de 1 hora con el
conjugado de anticuerpo de albumina y la enzima HRP (100 pL) que se une especificamente a la
albumina. Finalmente, tras varios lavados este complejo de unidn se detectd al afiadir en cada
pocillo 100 pL de un subtrato colorimétrico para la enzima HRP. Tras 15 minutos de incubacion,
se afiadieron 50 pL de un reactivo especifico necesario para parar la reaccion. El color producido
por la accién de dicha enzima en el substrato fue medido en un lector de placas de ELISA a 450
nm, siendo la intensidad de color directamente proporcional a la albumina contenida en las
muestras de estudio. Para calcular la cantidad de albumina en orina se tuvo en cuenta el

volumen de orina recogido en 24 horas.

Mediante ensayo de ELISA también se midié la cantidad de RhoA y Cdc42 activadas en

lisados celulares. Descrito posteriormente en el apartado 8.11.1



7. Andlisis de la expresion de Colageno total

Para el analisis de la expresion de colageno total en tejido renal se utilizé el kit comercial
“Soluble Collagen Assay Sircol”. Este ensayo se basa en una reaccion colorimétrica para detectar
el colageno soluble total en muestras de tejido o células. En nuestro estudio fue utilizado para
detectar coldgeno total en tejido renal tras 15 dias de OUU. Se llevd a cabo siguiendo las
instrucciones del fabricante: se pesaron 10 mg de tejido y se incubéd a 4 °C durante toda la noche
con pepsina 0,1 mg/mL en &cido acético 0,5 M para formar una solucidn trasparente. Tras esta
incubacidn el pellet recogido con 100 uL del agente 4cido neutralizante y 200 pL del agente de
concentracién se volvié a incubar a 4 °C durante toda la noche para aislar y concentrar el
colageno. Tras esta concentracion del coldgeno y quedarnos con el pellet obtenido, se afiadio
tanto a las muestras de estudio como a la recta patron 1 mL de Sircol Dye Reagent que contiene
Rojo Sirio y acido picrico y que se une especificamente a la cadena alfa del colageno fibrilar (tipo
[, 11, 111, VyXl) y se incubd durante 30 minutos en agitacion suave. Después de una centrifugacién
de 10 minutos a 15000 g y quedarnos con el pellet se afiadieron 750 uL de Ice-cold acid SALT
wash reagent. Posteriormente se llevo a cabo otra centrifugacion de 10 minutos y 15000 g y se
afiadio al pellet 250 pL del agente basico que contiene hidroxido sddico y libera el Sircol Dye del
complejo formado con el colageno. Por ultimo, se midié la absorbancia a 540 nm en un lector
de placas de ELISA, siendo la intensidad de color directamente proporcional al colageno
contenido en las muestras de estudio. Los datos se representaron en pg de colageno/mg de

tejido.
8. Métodos de cultivo de celular

Todas las manipulaciones con cultivos celulares se realizaron en campana de flujo
laminar vertical Gelaire TC-48 y utilizando material estéril. Los cultivos se mantuvieron en un
incubador en atmésfera himeda, a 37 °C con CO; al 5%. Las microfotografias de células en

cultivo se tomaron con una camara acoplada a un microscopio invertido de contraste de fases.
8.1.  Cultivo primario de miofibroblastos renales de raton

Analizamos la expresién de CT-1 y sus receptores (GP130 y LIFR) en miofibroblastos

renales, asi como la produccion de MEC vy las vias de sefializacion implicadas que pudieran



explicar los resultados obtenidos in vivo con el modelo de OUU tanto en ratones CT-1** como

deficientes de CT-1.

Para ello se realizaron cultivos primarios de miofibroblastos renales procedentes de
ratones CT-1*/* y CT-1 7 siguiendo el método descrito previamente (Munoz-Felix et al, 2014a)

con algunas modificaciones.

Debido a que tras la OUU se produce un aumento en el nimero de fibroblastos activados
(Ucero et al, 2014) los rifiones se extrajeron de 4 ratones CT-1**y 4 ratones CT-17 tras 3 dias
de OUU. Después de su sacrificio por dislocacion cervical y tras abrir la caja toracica, los rifones
O se lavaron en NaCl 0,9% y posteriormente en medio de cultivo HAM’S-F12 estéril y frio
suplementado con 500 U/mL de penicilina/estreptomicina. Ya en campana de flujo laminar, se
procedid a descapsular los rifiones utilizando guantes estériles. Los riflones se trituraron con dos
bisturies, y el tejido triturado se tratd con una solucion de colagenasa tipo IA 0,45 mg/L en
HAM’S F-12 y se incubd durante 40 minutos a 37 °C en agitacidn en un bafio himedo. Se paré la
digestion con colagenasa anadiendo el triple de volumen de medio DMEM frio suplementado
con 100 U/mL de penicilina/estreptomicina, glutamina 2 mM y suero bobino fetal (SBF) al 10%.
El sobrenadante de esta solucion se centrifugd a 600 g durante 3 minutos, se resuspendio el
pellet con el “medio de miofibroblastos” DMEM suplementado con 100 U/ml
penicilina/estreptomicina, glutamina 2 mM y SBF al 10%. La suspensién celular se sembré en

placas de 100 mm.
» Mantenimiento de las miofibroblastos renales

Estas células presentan el aspecto tipico de miofibroblastos en cultivo con numerosos
miofilamentos en su superficie y un nucleo redondeado (Kaissling & Le Hir, 2008). En la figura

18 se pueden ver estas células en cultivo.
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CT-17/-

Figura 18. Miofibroblastos renales CT-1** y CT-17" en cultivo. CT-1: cardiotrofina-1. Magnificacién
original: 200X.

Al dia siguiente de realizar el cultivo se les cambid el medio y se hicieron pases 1:501:10

Ill

sembrando las células en placas de 60 mm. Se utilizé el “medio de miofibroblastos” indicado
hasta el pase 3, donde al llegar al 80-90% de confluencia se deplectaron de SBF: se retird el
medio y se afiadi6 medio DMEM suplementado con 100 U/ml penicilina/estreptomicina,
glutamina 2 mM y SBF al 0,5% durante 24 horas. Posteriormente se trataron con TGF-f1 1
ng/mL, CT-1 40 ng/mL o se mantuvieron en medio con 0,5% de SBF (condiciones basales) seguin

el experimento realizado.

Para la caracterizacion de las células, en todos los cultivos primarios de miofibroblastos
se realizaron inmunofluorescencias (segun el método que se describe en el apartado 8.6) de a-
SMA (figura 19) como han realizado otro autores previamente (Munoz-Felix et al, 2014a; Sharpe

et al, 2000).



CT-1++

Figura 19. Expresion de a-SMA en miofibroblastos renales CT-1*/* y CT-17". Microfotografias:
inmunofluorescencia de a-SMA. a-SMA: actina de mdusculo liso vascular, CT-1: cardiotrofina-1.
Magnificacion original: 50X; barra= 50 um.

8.2.  Cultivo primario de células epiteliales de tubulo proximal de ratén

En las células epiteliales tubulares renales evaluamos la expresion de CT-1 y sus
receptores (GP130 y LIFR), y analizamos el posible efecto hipertréofico y promotor de
supervivencia de la CT-1 observado previamente in vitro (Pennica et al, 1996c; Railson et al,

2000).

Para ello, realizamos cultivos primarios de células epiteliales tubulares procedentes de
ratones CT-1** y CT-17" seglin un método descrito previamente (Sharpe & Dockrell, 2012) con

ciertas modificaciones.

Se practicé la dislocacién cervical a 4 animales CT-1** y 4 CT-17", tras lo que se abrid la
caja toracica y se extrajeron los rifiones, que se pasaron a medio de cultivo de lavado, HAM's-F-
12 suplementado con 100 U/mL penicilina/estreptomicina, estéril y frio. A partir de este
momento se trabajé en campana de flujo laminar. Se descapsularon los rifiones y con dos
bisturis se separd la corteza de la médula y se triturd la corteza. El tejido triturado se cortd en
laminas usando un microtomo, posteriormente se pasé a una solucién 1,5 mg/mL de colagenasa
tipo IA en HAM’s-F-12 y se incubd durante 30 minutos a 37 °C en agitacion en un bafio humedo.
Se paro la digestion con colagenasa anadiendo 3 veces el volumen que teniamos de HAM's F-12
frio. A continuacidn, se pasé el triturado por un tamiz de 250 pm de poro y un colador estéril. El
homogenizado obtenido se centrifugd a 400 g durante 2 minutos, el pellet obtenido se

resuspendido en HAM's F-12 frio, este proceso se repitid 2 veces mas. Después de esta Ultima



centrifugacion se resuspendio el pellet en una preparacion de Percoll al 50% y Krebs 2x al 50%
(NaCl 112,7 mM, KCI 3,3 mM, PO4H,K 1,2 mM, MgS047H,0 1,2 mM, CaCl, 0,5mM) y se centrifugd
en una ultracentrifuga a 35000 g durante 30 minutos a 4 °C. Al terminar la centrifugacion
aparecen 4 bandas, siendo la banda 4 los tubulos proximales, que se recogieron y se lavaron 2
veces con HAM’s F-12 frio para eliminar el Percoll; para ello se centrifugé a 400 g durante 2
minutos, 2 veces. En el ultimo lavado se resuspendio el pellet en el “medio de células epiteliales”
(ADVANCED DMEM-F12 suplementado con HEPES 12,5 mM, L-glutamina 2,5 mM, 100 U/mL
penicilina/estreptomicina, aminoacidos no esenciales al 1%, hidrocortisona al 1%, Insulina-
Transferrina-Selenio (ITS) al 1%, EGF 100 pug/mL y SBF al 10%). La suspensidn celular se sembré

en placas de 100 mm.
» Mantenimiento de las células epiteliales tubulares

Estas células presentan el aspecto tipico de células epiteliales que crecen en colonias y

con forma ovalada, en la figura 20 se pueden ver estas células en cultivo.

CT-1++ CT-17-

Figura 20. Células epiteliales tubulares renales CT-1** y CT-17" en cultivo. CT-1: cardiotrofina-1.
Maghnificacién original: 100X.

El primer cambio de medio de cultivo se llevé a cabo al cuarto dia de realizar el cultivo;
cuando las células alcanzaron la confluencia se hicieron pases 1:5 o0 1:10 sembrandolas en placas
de 60 mm. Se utilizé el “medio de células epiteliales” indicado hasta el pase 3, donde al llegar al
80-90% de confluencia se deplectaron de SBF: se retiré el medio y se afiadié “medio de células

epiteliales” con SBF al 0,5% durante 24 horas. Posteriormente se trataron con CT-1 40 ng/mlL,



S31-201 50 uM o se mantuvieron en medio con 0,5% de SBF (condiciones basales) segun el

experimento realizado.

Todos los cultivos primarios de células epiteliales se caracterizaron mediante
inmunofluorescencia (segun el método que se describe en el apartado 8.6) de marcadores
tipicos de células epiteliales (e-cadherina y pancitoqueratina), como se ha descrito previamente

(figura 21) (Chevalier, 2006; Sharpe & Dockrell, 2012).

CT-1++ CT-1/-

Figura 21. Expresion de pancitoqueratina y e-cadherina en células epiteliales tubulares CT-1**y CT-17".
Microfotografias: inmunofluorescencia de pancitoqueratina (A) (magnificacion original: 1000X) y e-
cadherina (B) (magnificacién original: 630X); barra= 10 um. CT-1: cardiotrofina-1.

8.3.  Cultivo primario de podocitos glomerulares

Analizamos la expresion de CT-1 y sus receptores GP130 y LIFR en podocitos
glomerulares procedentes de ratones con fondo genético C57BL/6J segliin un método descrito
previamente (Long et al, 2013; Vasilopoulou et al, 2016). Para ello se necesita un aislamiento

previo de los glomérulos.



> Aislamiento de los glomérulos

Se perfundieron 4 ratones de fondo genético C57BL/6J con una solucidon con
“dynabeads”. La perfusidn se realizd siguiendo el siguiente procedimiento: después de
resuspender los dynabeads mediante vortex durante 2 minutos y posteriores lavados utilizando
un iman DinaMag-2 con PBS al 0,1% BSA se incubé toda la noche en agitacion con una solucién
de Tris 0,2 M pH 8,5 con BSA al 0,5% para activar los dynabeads. Tras la incubacidn, se centrifugd
a 2000 g durante 10 minutos y usando el iman se lavaron 3 veces con PBS. Se resuspendié en
agua destilada y se afiadié PBS. Siguiendo el protocolo explicado en el apartado 3.5 de perfusion,
se perfundié a cada raton con 40 mL de esta solucion disuelta en PBS. Seguidamente se
extrajeron los rifiones y ya en campana de flujo laminar y en condiciones estériles se
descapsularon y se trituraron con la ayuda de un bisturi. El tejido triturado se digirié con una
solucién de PBS con 1 mg/mL de colagenasa tipo IA y 200 U/mL de ADNasa a 37 °C en bafio
humedo en agitacidon durante 30 minutos. Pasado este tiempo se pasé el tejido digerido por un
filtro estéril de 100 um de tamafio de poro. El filtrado se centrifugd a 2000 g durante 5 minutos.
Se resuspendié el pellet en PBS y se recogieron los glomérulos utilizando el iman y lavando 3

veces con PBS. Los glomérulos recogidos con este método estan descapsulados.
» Cultivo primario de podocitos

Se resuspendieron los glomérulos obtenidos en “medio de podocitos” DMEM/F12
suplementado con 1% penicilina/estreptomicina, 1% L-Glutamina, 1% ITS y 10% SBF y se
sembraron en placas de 100 mm cubiertas con matrigel. Los podocitos empiezaron a crecer
entre el tercer y quinto dia; el dia 7 se llevd a cabo la separacién de los podocitos (figura 22). Se
afiadié 2 mL de tripsina-EDTA (tripsina 0,25%, EDTA 0,02%) y “medio de podocitos” para
desactivar la tripsina, se filtré la suspension celular en un filtro estéril de 40 um de poro, por lo
qgue los glomérulos se quedaron en el filtro y los podocitos pasaron a través del poro. Se
centrifugd a 600 g durante 5 minutos, se resuspendié el pellet en medio de podocitos y se

sembraron en placas de 100 mm cubiertas con matrigel.



Métodos

Dia 4

Figura 22. Glomérulos en cultivo. Crecimiento de los podocitos tras 1, 4 y 7 dias de ser resuspendidos los
glomérulos. Magnificacion original: 100X.

» Mantenimiento de podocitos glomerulares

Se hicieron pases 1:5 0 1:10 en placas de 100 mm con cobertura de matrigel. En todo
momento se utilizdé el “medio de podocitos” indicado anteriormente. Se trabajé con células
entre pases 3 y 6. Para la caracterizacion de los podocitos, en todos los cultivos primarios se
realizaron inmunofluorescencias de marcadores especificos como nestina y nefrina, segun el

método que se describe en el apartado 8.6 (figura 23).

Figura 23. Expresion de nestina y nefrina en podocitos glomerulares en cultivo primario.
Microfotografias: inmunofluorescencia de nestina (A) y nefrina (B). Magnificacién original: 200X; barra=
10 um.




8.4. Linea celular inmortalizada de podocitos de ratén

Hemos utilizado ademas una linea celular inmortalizada de podocitos de ratén, que fue
generada por el grupo de investigacion de Peter Mundel (Mundel et al, 1997b) a partir de un
cultivo primario de glomérulos aislados de ratones transgénicos H-2KP-tsA58 (Mundel et al,
1997a). De los 10 clones obtenidos se seleccionaron aquellos en los que todas sus células
expresaban WT1 (del inglés, Wilms Tumor 1). Estas células pueden ser cultivadas de dos formas:
a 33 °C y suplementadas con IFN-y (condiciones permisivas) donde mantienen una morfologia
epitelial y proliferativa, y a 37 °C y sin IFN-y (condiciones no permisivas) donde disminuye la
proliferaciéony se diferencian con una morfologia arborizada y un fenotipo con pedicelos similar

al que tienen las células in vivo (Mundel et al, 1997b).
» Mantenimiento de las células inmortalizadas de podocitos de ratén

Estas células se cultivaron en placas cubiertas con matrigel al 1%. Para su proliferacién
se cultivaron a 33 °C con medio RPMI suplementado con 1% penicilina/estreptomicina, IFN-y 10
U/uLy 10% SBF (condiciones permisivas), el medio de cultivo se cambié cada 48 horas y cuando
estuvieron confluentes se hicieron pases en dilucion 1:5 o 1:10. Para inducir la diferenciacién a
podocitos maduros se incubaron a 37 °C con RPMI suplementado con 1%
penicilina/estreptomicina y 10% SBF (condiciones no permisivas), se mantuvieron en estas
condiciones durante 14 dias hasta que adquirieron el fenotipo tipico de podocitos con pedicelos
cambiando el medio cada 48 horas y haciendo pases 1:2 cuando estubieron confluentes. Los
experimentos en estas células se llevaron a cabo 14 dias después de su diferenciacién siguiendo
siempre en las condiciones no permisivas. En la figura 24 se pueden ver estas células en las

condiciones permisivas y no permisivas.



mitodos | EEHENN

Figura 24. Podocitos inmortalizados en cultivo. A. Podocitos no diferenciados en condiciones permisivas
(33 °C + INF-y). B. Podocitos diferenciados tras 14 dias en condiciones no permisivas (37 °C). INF-y:
interferén gamma. Magnificacidn original: 100X.

8.5. Técnicas basicas de cultivos celulares

8.5.1. Recuento celular

Después de tripsinizar las células, una muestra de la suspensién celular se mezclé en
proporcién 1:1 con azul de trypan, que es capaz de penetrar a través de la membrana de células
muertas o dafiadas, pero no de células vivas, que se observan refringentes sobre el fondo azul
del medio. A continuacién, 10 pL de esta mezcla se depositaron en una cdmara de contaje y se
introdujo en el contador electrénico Countess® Automated Cell Counter. Este contador es capaz
de discriminar las células viables de las no viables, suministrando valores en nimero de células

por mililitro. El recuento se hizo siempre por duplicado.

8.5.2. Tripsinizacion celular

Todas las células con las que trabajamos son adherentes, por lo que para su

mantenimiento se transfirieron al material de trabajo adecuado (placas Petri, cubreobijetos, etc).

Se utilizd la técnica de la tripsinizacidn celular para despegar del plastico a las células
adheridas y volverlas a sembrar en otro soporte. Después de retirar el medio y lavar con PBS, se
afiadio tripsina-EDTA para romper los enlaces de cationes bivalentes que unen las células a la
superficie de la placa, o a la cobertura de matrigel en su caso. La accién de la tripsina se detuvo
aproximadamente a los 3 minutos con medio de cultivo frio, por saturacién de substrato, y a

continuacidn las células se transfirieron a un tubo estéril. La suspensidn celular se centrifugé a



600 g durante 3 minutos. El precipitado se resuspendié en la cantidad adecuada de medio de

cultivo, dependiendo de su posterior utilizacion.
Si el experimento lo requeria, en este punto se procedio al recuento celular
8.5.3. Congelacion y descongelacion de las células

Para el mantenimiento de las lineas celulares, las células inmortalizadas de podocitos de
ratdn se congelaron en distintos pases. En el caso de las células de cultivo primario de
miofibroblastos se congelaron en pase 1 y las células de cultivo primario de podocitos se

congelaron en pase 2.

Para congelar las células, primero se tripsinizaron de la forma explicada anteriormente.
Las células se resuspendieron en 2 mL de medio frio con SBF al 20% y dimetil sulféxido (DMSO)
al 10%. Para cada linea se utilizé su medio de cultivo especifico. La suspension celular resultante
se pasd a un vial de crioconservacion que se almacend dentro de un recipiente relleno de
isopropanol, en el que la temperatura va disminuyendo lenta y gradualmente siguiendo un
gradiente de 1 °C por minuto cuando se introduce en un ultracongelador a -80 °C. Después de
24 horas, las células se almacenaron en un tanque de nitrégeno liquido. En el caso de la linea
celular de podocitos inmortalizada y de los podocitos de cultivo primario se congelé 1 placa de
100 mm llena por cada criovial y en el caso de los miofibroblastos de cultivo primario 3 placas

de 60 mm por cada criovial.

Para su descongelacion, se introdujeron los viales en un bafio de aguaa 37 °Cy, una vez
descongelados, se transfirio rapidamente el contenido a 10 mL del medio de cultivo especifico
de cada linea celular para diluir rapidamente el DMSO. Se centrifugd la suspension celular a 600
g durante 3 minutos. El precipitado se resuspendié en |la cantidad adecuada de medio de cultivo

y se sembraron las células en una placa de cultivo.

8.6.  Analisis de la expresion de proteinas mediante inmunofluorescencia de células

en cultivo

Las células se sembraron sobre cubreobjetos de cristal estériles. Una vez alcanzada la
confluencia adecuada, se lavaron con PBS 1X. A continuacion, se fijaron las células con
paraformaldehido (PFA) al 4% v, tras un lavado con PBS, se permeabilizaron con Triton X-100 al

0,1% en PBS durante 10 minutos. Los cubreobjetos se incubaron con soluciéon de bloqueo,
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consistente en BSA al 2% en PBS. Las células se incubaron con anticuerpo primario durante 3

horas a temperatura ambiente. Tras la incubacidn, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se
incubaron 45 minutos con anticuerpo secundario fluorescente. Los anticuerpos se prepararon a
la concentracién indicada en la Tabla 5. Después de la incubacidn con el anticuerpo secundario,
se lavé 3 veces con PBS 1X y se tifieron los nucleos incubando los cubreobjetos en una solucidn
acuosa 2 UM de Hoechst 33258. En ultimo lugar se montaron los cubreobjetos sobre un
portaobjetos utilizando 10 pL de ProLong Gold Antifade. Analizamos las preparaciones en un

microscopio optico de fluorescencia.

Tabla 5. Condiciones de los anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia en células en cultivo

Ac primario Dilucion Ac secundario Dilucién Fluoréforo

AcM de raton anti-a-SMA

: i-raté : Y.
A2547 (Sigma-Aldrich) 1:100 Anti-ratén 1:300 CY3
AcM de rata anti-cardiotrofina-1 . Alexa Fluor 488
MAB438 (R&D system) 1:100 Anti-rata 1:300 0CV3
Ac de ratén anti-e-cadherina 1:100 Anti-ratén 1:300 CY3
610182 (Pharmingen)
AcP de conejo anti-GP130 . .
: - : CcY
3732 (cell signaling) 1:100 Anti-conejo 1:300 3
AcP de conejo anti-LIFR . .
1:1 Anti- 1:300 CY3
Sc-659 (cell signaling) 00 nti-conejo 3
AcP de cobaya anti-nefrina 175  Anti-cobaya  1:300 cv3

GP-N2 (Progen)

AcP de pollo anti-nestina

NB100-1604 (Novus biologicals) 1:200 Anti-pollo 1:300  Alexa Fluor 488

AcM de raton anti-pancitoqueratina

1: Anti-raté 1: cy
Sc-17843 (Santa Cruz) >0 nhi-raton 300 3



8.7. Silenciamiento génico mediante transfeccién con ARNsi

Para evaluar el efecto de la ausencia de CT-1 en los podocitos celulares inmortalizados,
después de su diferenciacion en podocitos maduros se transfectaron con ARNsi contra CT-1
utilizando lipofectamina como agente de transfeccion consiguiendo un silenciamiento en la
expresion de dicho gen. Se llevd a cabo el siguiente procedimiento: en placas cubiertas con
matrigel se afiadi6 medio Opti-MEM (25%) seguido de ARNsi contra CT-1 10 pM y de
lipofectamina RNAIMAX (0,165%), se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente y se
afiadieron la cantidad de células requeridas para cada experimento (ensayo de proliferacion,
migracién o morfologia del citoesqueleto) con un volumen del 75% respecto del volumen total

(con Opti-MEM, lipofectamina y ARNSsi). A este grupo se les denominé ARNsi CT-1.
En cada experimento se incluyeron los siguientes controles:

- Células no trasfectadas: contiene medio Opti-MEM vy la suspensiéon celular.
Denominadas NT.

- Células expuestas al agente de trasfeccion sin adicién del ARNsi: contienen Opti-
MEM, lipofectamina y la suspensién celular. Denominadas LP.

- Células trasnfectadas con un ARNsi-control, se trata de una secuencia de ARN que
no tiene ningln gen blanco: contiene medio Opti-MEM, lipofectamina, ARNsi-

control y la suspensién celular. Denominadas ARNSsi-control.

Las células se incubaron a 37 °C hasta un maximo de 72 horas; en cada grupo
experimental se evalué la eficacia de la reduccién de expresion de CT-1 mediante qPCR de CT-1

(explicado en apartado 11.5).
8.8. Ensayo de hipertrofia celular

Los estudios de hipertrofia celular se llevaron a cabo calculando el cociente
proteina/ADN y mediante inmunofluorescencia de faloidina que nos permite medir el drea total

de la célula.



8.8.1. Cociente proteina/ADN

El cociente proteina/ADN se ha utilizado por otros autores para analizar hipertrofia
celular en células epiteliales tubulares (Liu & Preisig, 2002), considerando que un mayor cociente

proteina/ADN se corresponde con un aumento del tamafio celular.

Para ello se sembraron por triplicado 10° células en placas de 6 pocillos, y al dia siguiente
se deplectaron de SBF, lavandolas con PBS 1X y afiadiendo “medio de células epiteliales” con
SBF al 0,5% durante 24 horas. Pasadas las 24 horas, se estimularon con CT-1 40 ng/mL o se les
afiadié medio con SBF al 0,5% durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo se tripsinizaron y se
resuspendieron en PBS 1X; resuspendidas en PBS 1X se contaron tal como se ha explicado en el
apartado 8.5.1. De cada pocillo se separaron en un tubo eppendorf 5x10° células para medir
concentracién de proteinas (tal como se explica en el apartado 9.2) y en otro tubo eppendorf

5x10° células para extraer ADN y medir su concentracion.

En los experimentos en los que ademas se estimularon las células con S31-201, inhibidor
de la fosforilacion de STAT3, se llevd a cabo el siguiente procedimiento: tras las 24 horas de
deplecion de SBF, a las placas del grupo “S31-201 50 uM” se les afiadié S31-201 50 uM, a las
placas del grupo “S31-201+CT-1" se les anadid S31-201 50uM y a las 2 horas se les afiadié CT-1
40 ng/mlL, a las placas del grupo “CT-1 40 ng/mL” se les afiadié CT-1 40 ng/mL afiadiendo 2 pL
de DMSO/mL de medio ya que es el vehiculo en el que esta disuelto el S31-201 y a las placas del
grupo control “0,5% SBF” se les cambié el medio afiadiendo 2 uL DMSO/mL medio; tras 48 horas

se siguid con el mismo procedimiento que ya se ha mencionado.

Para la extraccién de ADN, se incubaron los tubos eppendorf con 100 pL de tampdn de
lisis (Tris pH 7,5 1 M; EDTA pH 8 0,5 M; NaCl 5 M; DTT 1 mM; espermidina 0,5 mM; H,0)
suplementado con 25 pL de proteinasa K por 1 mL de tampdn de lisis a 55 °C durante toda la
noche en bafio seco. Posteriormente se hirvieron las muestras a 100 °C durante 2 minutos para
inactivar la proteinasa K, y después de que se enfriara se afiadié 1 uL de ARNasa (100 pg/mL) a
cada tubo y se incubé en bafio seco a 37 °C durante 30 minutos. Se centrifugé a 12000 g durante

10 minutos y se cuantifico el ADN (que aparece en el sobrenadante) con el Nanodrop ND-1000.

8.8.2. Inmunofluorescencia de faloidina

Otra valoracién del tamano celular se llevo a cabo visualizando los filamentos de actina

de las células mediante inmunofluorescencia con faloidina.



Las células se sembraron sobre cubreobjetos de cristal estériles. Una vez alcanzada la
confluencia adecuada (en este caso sera poca confluencia, para ver las células aisladamente), se
lavaron con PBS 1X. A continuacion, se fijaron las células con PFA al 4%y, tras un lavado con PBS,
se permeabilizaron las células incubando con Triton X-100 al 0,1% en PBS durante 10 minutos.
Los cubreobjetos se incubaron con solucién de bloqueo, consistente en BSA al 2%. A
continuacion, las células se incubaron con faloidina AlexaFluor 594 durante 40 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Tras la incubacion, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se
tiferon los nucleos incubando los cubreobjetos en una solucion acuosa 2 uM de Hoechst 33258
durante unos segundos. En ultimo lugar se montaron los cubreobjetos sobre un portaobjetos
utilizando 10 pL de ProlLong Gold Antifade. Analizamos las preparaciones en un microscopio
Optico de fluorescencia. Se realizaron 30 fotografias de cada portaobjetos y con el software Fiji
se midid el area celular de cada célula. Se calculé la media del area celular de las 30 células

fotografiadas de cada portaobjetos.
8.9. Ensayos de proliferacion celular

Los estudios de proliferacién celular se realizaron mediante el método del “MTT”, que
se basa en la relacién directa (en un determinado rango lineal) entre la cantidad de células
metabdlicamente activas (viables) existentes en un cultivo, y la cantidad de formazan (sustancia
de color morado azulado) que producen cuando se incuban con el sustrato amarillento MTT
[bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio] (Mosmann, 1983). El viraje de color
del medio de cultivo del amarillo -debido a la sal de tetrazolio- al morado -debido a los cristales
de formazan- por parte de las células que producen NADH (nicotinamida adenina dinucledtido)
o NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) (cofactores necesarios en esta reaccion
de reduccidn), se cuantifica espectrofotométricamente mediante la determinacién de la

absorbancia a 595 nm.

Los experimentos se realizaron de la siguiente manera: se sembraron el mismo nimero
de células (12x10*) por pocillo en 500 uL de medio de cultivo en placas de 24 pocillos. Con las
células epiteliales y miofibroblastos se realizé una deplecion de SBF 24 horas antes de afiadir CT-

1 o el medio de cultivo correspondiente segun el experimento.

En el caso de los podocitos en los que se evalud el efecto del silenciamiento de CT-1 se

realizd la transfeccién con ARNSsi contra CT-1 segun se ha explicado en el apartado 8.7.



Finalizado el tiempo de tratamiento o de transfecion en cada caso se afiadieron al medio

de cultivo, en condiciones estériles, 50 pL de MTT (5 mg/mL en solucidn salina tamponada de
PBS preparado segun las especificaciones del fabricante). Tras 4 horas de incubacién a 37 °C en
atmdsfera de 5% de CO, y 95% aire, durante las que las células vivas pudieron transformar el
MTT a formazan, se afiadieron 500 pL de 10% dodecil sulfato sédico (SDS) en HCI 0,01 M, para
disolver en el medio de cultivo los cristales de formazan producidos. Todo ello se incubd durante
la noche a 37 °C en las mismas condiciones atmosféricas anteriormente descritas. A la mafiana
siguiente se cuantificd la absorbancia a 595 nm con un lector de placas. Un mayor nimero de
células metabdlicamente activas se corresponde con una mayor cantidad de cristales de

formazany, por lo tanto, con una mayor absorbancia.

8.10. Ensayo de migracion mediante cierre de herida o scratch

El ensayo de cierre de herida permite determinar la cantidad de células que migran
cuando se desplazan a través de una “herida”, “scratch” o regién sin células en el soporte en el

gue estan sembradas.

Se sembrd un numero de células inmortalizadas de podocitos (8x10*) y de
miofibroblastos de cultivo primario (10°) en placas de 6 pocillos, de tal forma que alcanzaran la
confluencia el dia de realizar la herida, por pocillo y por duplicado. En el caso de los
miofibroblastos se deplectaron de SBF, lavando con PBS y afiadiendo medio con 0,5% SBF el dia
antes de realizar la herida. En los podocitos se realizaron dos experimentos diferentes; uno para
evaluar el efecto de la ausencia de la expresion de CT-1, por lo que 48 horas antes de realizar la
herida se llevo a cabo la transfeccion con ARNsi-CT-1 tal como se ha explicado en el apartado
8.7.; y otro para analizar el efecto de la estimulacién con CT-1 40 ng/mL afiadida justo después
de realizar la herida, este esperimento de estimulacion con CT-1 40 ng/mL también se llevé a

cabo en el caso de los miofibroblastos.

Con la ayuda de una punta de pipeta de 200 uL se practicaron 4 scratches, 2 horizontales
y 2 verticales, en la monocapa de células. Se lavaron los restos celulares con medio y se
incubaron las células con medio fresco o con medio con CT-1 40 ng/mL segln el experimento

realizado.



Con la ayuda de una camara acoplada a un microscopio de contraste de fases, se
tomaron fotos de 4 regiones por cada pocillo, cada 10 minutos durante 24 horas. Las células se

mantuvieron en todo momento en una atmésfera a 37 °C, y CO; al 5%.

Se analizaron las fotografias iniciales de cada region, y aquellas correspondientes a un
tiempo en el que no se hubiese cerrado completamente ningun scratch, en el caso de los
miofibroblastos alas 6y 12 y 24 horas, y en el caso de los podocitos a las 6 y 24 horas. Se conté
el nimero de células que migraban dentro de la herida en cada una de las cuatro regiones

fotografiadas.
8.11. Estudio de la morfologia del citoesqueleto de podocitos

Analizamos el efecto de modular los niveles de CT-1 (mediante silenciamiento o
estimulacion con CT-1) en la morfologia del citoesqueleto de la linea celular inmortalizada de

podocitos tras 14 dias de diferenciacion a podocitos maduros.

Figura 25. Distribucion de filamentos de actina en podocitos maduros inmortalizados. Microfotografias:
inmunofluorescencia de faloidina. Imagenes representativas de la distribucién de los filamentos de actina
en fibras citoplasmaticas de estrés (A) o con una distribucion cortical (B). Magnificacion original: 200X.

Evaluamos el tamanio celular siguiendo el mismo procedimiento de tincién con faloidina

explicado en el apartado 8.8.2.

Para el andlisis de la organizacién del citoesqueleto cuantificamos en las células tefidas

con faloidina la distribucion de las fibras de actina de manera cortical o en fibras citoplasmaticas



de estrés tal como se muestra en la figura 25 y como se ha llevado a cabo en otros estudios

(Vasilopoulou et al, 2016).

Se disefiaron dos grupos experimentales:

Grupo 1: para evaluar el efecto de la ausencia de expresion de CT-1, se sembraron
15x10% células en cada cubreobjetos por duplicado de cada grupo experimental (células NT,
células LP, células ARNsi-control y células ARNsi-CT-1) y se llevd a cabo una transfeccion con
ARNsi contra CT-1 como se ha explicado en el apartado 8.7. Tras 48 horas de transfeccion se
fijaron las células y se realizé la inmunofluorescencia de faloidina como se ha explicado en el
apartado 8.8.2. Se realizaron 30 fotografias de cada cubreobjetos en un microscopio dptico de
fluorescencia, se cuantifico la distribuciéon de las fibras de actina y se midié el area celular con el

software Fiji.

Grupo 2: para evaluar el efecto de la estimulacion con CT-1 40 ng/mL durante 24 horas,
se sembraron 15x103 células en cada cubreobjetos por duplicado de cada grupo experimental
(células controles, células estimuladas con CT-1). Al dia siguiente se estimularon con CT-1 40
ng/mL o se les renovd el medio de cultivo y tras 24 horas se fijaron las células y se realizd la
inmunofluorescencia de faloidina asi como su cuantificacién del mismo modo que en el grupo 1

explicado previamente.

8.11.1. Ensayo de actividad de RhoA y Cdc42

La activacion de RhoA y Cdc42 regula el citoesqueleto de actina y la migracion celular de
los podocitos (Raftopoulou & Hall, 2004). Evaluamos la activad de RhoA y Cdc42 en podocitos
maduros tras 48 horas de transfeccion con ARNsi contra CT-1 y tras 24 horas de estimulacion
con CT-1 40 ng/mL. Se sembraron 8x10* células por pocillo por duplicado y se llevd a cabo
mediante la utilizacién de dos kits de ELISA colorimétricos “RhoA G-LISA Activation Assay Kit” y
“Cdc42 G-LISA Activation Assay kit” siguiendo las indicaciones del fabricante para la obtencion

del lisado celular y el posterior ensayo colorimétrico.

Cada kit contiene en los pocillos de la placa una proteina que se une a Rho-GTP o a
Cdc42-GTP en cada caso. De este modo la Rho-GTP activa o Cdc42-GTP activa que se encuentra
en el lisado celular se une al pocillo de la placa mientras que la Rho-GDP inactiva y la Cdc42-GDP
inactiva se eliminan durante los lavados. La proteina RhoA o Cdc42 activa unida es detectada

con un anticuerpo especifico antiRhoA o antiCdc42. Posteriormente se produce una union



especifica con un anticuerpo conjugado con la enzima HRP, y tras afiadir un substrato
colorimétrico para la enzima HRP se produce una reaccion enzimatica. El color producido por la
accion de dicha enzima en el substrato fue medido en un lector de placas de ELISA a 490 nm,

siendo la intensidad de color directamente proporcional a la cantidad de RhoA o Cdc42 activada.

9. Analisis de la expresion de proteinas mediante western blot

La técnica de western blot (Gallagher et al, 2004) permite la identificacidn y localizacién
de proteinas de un extracto celular o de tejido. Se basa en la separacion de proteinas de una
muestra en un gel de poliacrilamida en funcion de su peso molecular y su posterior trasferencia
a una membrana. En dicha membrana las proteinas son reconocidas mediante anticuerpos
especificos (anticuerpos primarios) y anticuerpos secundarios, que reaccionan con los
anticuerpos primarios y estan conjugados con la enzima HRP que, al reaccionar con su sustrato,
produce una reaccion facilmente detectable y relativamente proporcional a la cantidad de

proteina de la muestra.

9.1. Obtencion de extractos de proteinas de tejidos y células

Para la extraccion de proteinas tisulares se pulverizaron los tejidos en hielo seco y se
pesaron 20-30 mg del pulverizado. Se lisd el tejido con 1 mL de tampdn de lisis por 100 mg de
tejido: Tris base 20 mM, pH 7,5, NaCl 140 mM, EDTA 50 mM, glicerol al 10% e IGEPAL CA-630 al
1% en frio al que se le afiadieron inhibidores de proteasas (aprotinina 1 mg/mL, leupeptina 1
mg/mLy fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF) 100 mM) e inhibidores de fosfatasas (NaF 0,5 M
y NasVO4 100 mM). Con la ayuda de un politron Ultra-turrax T8 se procedio a la homogenizacion

de las muestras.

Para la obtencion de extractos proteicos totales de células en cultivo, se trabajé con las
células en un estado de semiconfluencia (aproximadamente un 90%). Las placas con las células
en cultivo se colocaron sobre hielo para ralentizar la degradacion celular. Se lavaron con PBS 1X
frio y se lisaron con el tampdn de lisis frio (Tris—HCI pH 7,5 mM, NaCl 140 mM, EDTA 10 mM,
glicerol 10% e IGEPAL CA-630) suplementado con los inhibidores de proteasas y fosfatasas

anteriormente indicados. Se lisé la muestra con el uso de rascadores.



En ambos casos, el lisado celular se centrifugd a 14600 g a 4 °C durante 20 minutos.

Después de la centrifugacion, se recogid el sobrenadante (extracto de proteinas) y las muestras

se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

9.2. Determinacion de la concentracidn de proteinas

Para la cuantificacion de la concentracion de proteinas, se utilizé el kit comercial
colorimétrico “DCrm Protein Assay”, basado en el método de Lowry (Lowry et al, 1951). Para las
muestras de tejido, se hizo previamente una dilucién 1:20 de la muestra en tampadn de lisis. Se
hizo reaccionar una muestra (5 plL) por triplicado de cada uno de los extractos proteicos, asi
como de cada uno de los puntos de una recta patrén de BSA de concentraciones conocidas (0-1
mg/mL) en una placa de 96 pocillos, con los reactivos del kit (25 pL de la mezcla de reactivos A+S
y 200 pL de reactivo B). Se midié la absorbancia del producto de reacciéon a 720 nm en un lector
de placas de ELISA y se analizaron los resultados con el programa Gen 5.0. A partir de la recta
patrén de concentraciones conocidas de BSA se extrapolaron las concentraciones de proteinas

de las muestras.

9.3. Preparacion de las muestras, electroforesis y transferencia

Las muestras se prepararon en condiciones desnaturalizantes y reductoras con el fin de
deshacer su estructura tridimensional. Para ello se afiadié el tampdn de carga Laemmli (Tris 125
mM, glicerol 10%, SDS 2%, B-mercaptoetanol 1% y azul de bromofenol 0,0005%; pH 6,8) y se
hirvieron a 100 °C durante 5 minutos (Laemmli, 1970). Las proteinas se separaron mediante
electroforesis vertical en geles de acrilamida o SDS-PAGE (del inglés, sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) con distinto porcentaje de poliacrilamida segun el tamafio
de la proteina a analizar. Se utilizaron geles preparados en nuestro laboratorio (Tris base 0,4 M,
pH 8,8, persulfato de amonio (APS) al 0,1%, TEMED al 0,08% y acrilamida diluida al porcentaje
requerido) o geles comerciales. La electroforesis se realizé en cubetas Mini-PROTEAN®III donde
el gel se encuentra sumergido en un tampadn de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 192 mM pH
8.3,SDS al 0,1%). En otro pocillo del gel se cargd un marcador de proteinas de pesos moleculares
conocidos. El SDS por su capacidad de unirse a las proteinas, enmascara su carga positiva, de tal
manera que las proteinas cargadas negativamente se desplazan hacia el polo positivo

separandose Unicamente por su peso molecular.



Las proteinas separadas se trasnfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno
(PVDF, del inglés, polyvinylidene fluoridide). La transferencia se llevé a cabo mediante el método
himedo en la cubeta Mini PROTEAN®III donde el gel y la membrana estdn sumergidos en un
tampon de transferencia (Tris 25 mM, glicina 92 mM, metanol al 20%). El gel se encuentra en el
polo negativo y la membrana en el polo positivo, y debido al campo eléctrico formado las

proteinas migran hacia el polo positivo y quedan atrapadas en la membrana.
9.4. Bloqueo e incubacidn con los anticuerpos

Una vez finalizada la transferencia, para evitar uniones inespecificas durante la
inmunodeteccién se procedid al bloqueo de los lugares de la membrana no ocupados por
proteinas. Para ello se incubd la membrana con tampdn de bloqueo, BSA en tampdn de lavado
(Tween-20 al 0,1%, NaCl 150 mM, Tris 20 mM, pH 7,5); la concentracion de BSA depende de la
proteina estudiada, variando entre el 3 y 5%, durante 2 horas en agitacion. A continuacion, se
incubd la membrana con el anticuerpo primario diluido en solucidon de bloqueo, durante al
menos 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C en agitacion. Seguidamente, se
realizaron 3 lavados de 5 minutos con tampon de lavado y se incubd con el anticuerpo
secundario (IgG conjugada con la enzima HRP, capaz de reconocer una regién especifica del
anticuerpo primario), diluido en tampdn de lavado, durante 1 hora a temperatura ambiente, en
agitacion. La tabla 6 muestra los anticuerpos primarios y secundarios utilizados y su dilucion.

Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 7 minutos con tampdn de lavado.

Tabla 6. Condiciones de los anticuerpos utilizados para western blot

Anticuerpo primario Dilucion Anticuerpo secundario Dilucién

AcM de raton anti-a-SMA

A2547 (Sigma-Aldrich) 1:4000 Anti-ratén 1:10000
AcM de rata anti-cardiotrofina-1 .

MAB438 (R&D system) 1:1000 Anti-rata 1:10000
AcP de conejo anti-fibronectina 1:1000 Anti-conejo 1:10000

AB2033 (Millipore)



AcP de cabra anti-CTGF (L-20)
sc-14939 (Santa Cruz biotechnologies)

AcP de conejo anti-colageno |
Ab755P (Chemicon)

AcM de raton anti-GAPDH
AMA4300 (Ambion)

AcP de conejo anti-caspasa-3 activada
9661 (Cell signaling)

AcP de cabra anti-ICAM-1/CD54
AF796 (R&D Systems)

AcP de cabra anti-COX-2 (C-20)
sc-1745 (Santa Cruz biotechnologies)

AcM de cabra anti-p-NF-kB p65
3033 (Cell signaling)

AcP de conejo anti-iNOS/NOS2 (N-20)
sc-650 (Santa Cruz biotechnologies)

AcP de conejo anti-lkB-a (C-21)
sc-371 (Santa Cruz biotechnologies)

AcP de conejo anti-PCNA
610664 (Pharmingen)

AcP de conejo anti-VCAM-1 (C-19)
sc-1504 (Santa Cruz biotechnologies)

AcP de conejo anti-pAKT (ser 473)
9271L (Cell signaling)

AcP de conejo anti-AKT1/2 (H136)
sc-8312 (Santa Cruz biotechnologies)

1:1000

1:1000

1:50000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

Anti-cabra

Anti-conejo

Anti-ratén

Anti-conejo

Anti-cabra

Anti-cabra

Anti-conejo

Anti-conejo

Anti-conejo

Anti-ratén

Anti-cabra

Anti-conejo

Anti-conejo

1:10000

1:10000

1:10000

1:10000

1:10000

1:10000

1:10000

1:10000

1:10000

1:10000

1:10000

1:10000

1:10000



AcM de conejo anti-p-STAT3

9145 (Cell signaling) 1:1000 Anti-conejo 1:10000

N et (hbcam) 1000 Anticonelo 110000
47383 (Sontn Crus bimpechnologies) | 11000 Antiratén  1:10000
AcP de conejo anti-ERK (K-23) 1:1000 Anti-conejo 110000

sc-94 (Santa Cruz biotechnologies)

9.5. Revelado

Para la deteccion de la sefial ofrecida por el anticuerpo secundario, se utilizé un sistema
basado en la oxidacion del luminol potenciada con fosfo—iodofenol. Las membranas se
incubaron durante 1 minuto en una solucion ECL (Tris-HCl 1M, pH 9,35; luminol 2,2 mM, p-
iodofenol 2,2 mM) suplementada con H,0; al 0,03-0,06%. La enzima HRP unida al anticuerpo
secundario cataliza el H,0; y libera O, que oxida el luminol. El luminol oxidado emite una seial
de luminiscencia, que serd mayor cuanta mas proteina haya, puesto que unird mayor cantidad

de anticuerpo y habra mas catalisis enzimatica en ese punto.

Esta sefial impresiond en cdmara oscura a una pelicula de autorradiografia FUJIFILM que
fue revelada mecédnicamente (maquina de revelado Medical X Ray). Finalmente, se digitalizaron
las peliculas utilizando el programa de tratamiento de imagenes Adobe Photoshop 7.0, y las

imagenes resultantes se cuantificaron mediante el programa Scion Image.

10. Analisis de la actividad enzimatica de metaloproteasas de

matriz mediante zimograma

Se trata de una técnica electroforética que permite observar la actividad de diferentes
enzimas. Se realizé con geles de poliacrilamida y gelatina mediante electroforesis en condiciones

suaves (sin agentes reductores) para evitar la pérdida de actividad de las enzimas estudiadas.



Para la obtencion de las muestras, se lisaron 20 mg de tejido pulverizado con 0,2 mL de

tampon de lisis: Tris base 20 mM, pH 7,5; NaCl 140 mM, glicerol 10% e IGEPAL CA-630 1% en
frio. Con la ayuda de un politréon se homogeneizaron las muestras. Se centrifugd a 14600 g a 4
°C durante 20 minutos. Después de la centrifugacion, se recogié el sobrenadante y las muestras

se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

La determinacién de la concentracion de proteinas se llevo a cabo del mismo modo que

se ha explicado en el apartado 9.2.

> Preparacion de las muestras y electroforesis

Las muestras se prepararon en condiciones no reductoras para evitar la pérdida de la
actividad de las enzimas. Se afiadid el tampdn de carga (Tris 125 mM, glicerol 10%, SDS 2%, y
azul de bromofenol 0,0005%; pH 6,8). Las proteinas se separaron mediante electroforesis
vertical en geles de gelatina bovina al 0,2%, SDS-PAGE 8%. Se utilizaron geles preparados en el
laboratorio (Tris base 0,4 M, pH 8,8; APS 0,1%, TEMED 0,08%, acrilamida 8% y gelatina bovina
0,2%). La electroforesis se realizd en cubetas Mini-PROTEAN®III donde el gel se encuentra
sumergido en un tampdn de electroforesis (Tris 25 mM, Glicina 192 mM pH 8,3, SDS 0,1%,) a 80
mV y cubierto con hielo para evitar la activacion de proteasas. En otro pocillo del gel se cargé el
sobrenadante de células HT1080 como marcador, donde las dos bandas que aparecen

corresponden a la MMP2 y MMP9 sin activar.

Tras la electroforesis, los geles se levaron 3 veces con Tritén X100 2,5%.

> Estimulacién de las proteasas y tincién del gel

Para activar las proteasas y que comiencen a degradar el gel, se incubaron los geles con

Tris 50 mM pH 8, CaCl, 5 mM durante toda la noche a 37 °C y en agitacion.

Posteriormente se llevo a cabo la tincion mediante la técnica de Azul de Coomassie: se
incubaron los geles con solucién de Coomassie blue: 50% metanol, 0,05% Coomassie brilliant
blue G 250y 10% acido acético glacial, durante 4 horas en agitacién suave. Se retird esta solucion
y se incubd con la solucion destaining (30% metanol, 10% acido acético glacial) durante 1 hora
agitando lentamente; se retird esta solucién y se afiadid destaining fresco hasta que se

observaron bandas azules sobre un fondo claro.



Las bandas que aparecen por debajo de las bandas de MMP2 o MMP9 sin activar

corresponden a MMP2 o MMP9 activadas, respectivamente.
11. Analisis del nivel de expresién génica por qPCR

11.1. Extraccion de ARN de tejido

Para la obtencién de ARN de las muestras de tejido renal se utilizé el kit comercial
“NucleoSpin°’RNA”. Este método se basa en la separacién del ARN mediante cromatografia de
adsorcién. Bajo condiciones nativas, los acidos nucleicos son solubles en soluciones acuosas ya
gue estan recubiertos de una capa de moléculas de agua. Con la adicion de iones caotropicos se
destruye esta estructura ordenada de moléculas de agua credndose un entorno hidrofdbico
alrededor de los acidos nucleicos. Bajo estas condiciones hidrofdbicas, los acidos nucleicos son
retenidos en la membrana de silica de las columnas, mientras que las proteinas, los metabolitos
y otros contaminantes no se uneny, por lo tanto, son eliminados de la muestra durante los pasos

de lavado.

En primer lugar, se pulverizé el tejido y se lisé en el tampdn RA1 del kit, suplementado
con B-mercaptoetanol al 1%. El lisado se filtré por unas columnas especificas y se pasé a una
columna capaz de retener los 4cidos nucleicos en la membrana de silica. Se incubé con ADNasa
recombinante para eliminar el ADN que pudiera permanecer en la membrana de silica. Se
hicieron 3 lavados con tampones de lavado para eliminar sales, metabolitos y componentes
macromoleculares y finalmente el ARN se eluyé con H,0 libre de ARNasas permitiendo devolver
la capa hidratante de agua alrededor de estos acidos nucleicos y liberarlos asi de la membrana

en la que estaban retenidos.

El ARN obtenido se cuantific6 en un espectrofotometro Nanodrop ND-1000 y se

almacend a -80 °C.
11.2. Extraccion de ARN de células en cultivo

Se sembraron las células en placas de 35 mm y se dejé que alcanzaran un estado de
semiconfluencia (aproximadamente el 90%). Cuando estuvieron listas, se empled, al igual que
en el caso anterior, el kit comercial “NucleoSpin®RNA II” para aislar el ARN. De igual modo, el

ARN obtenido se cuantificd con el Nanodrop ND-1000 y se almacend a -80 °C.



Métodos

11.3. Obtencion de ADNc

Para el andlisis de la expresidon génica necesitamos utilizar ADN como sustrato de la
reaccion. La obtencién de ADN complementario (ADNc) se llevd a cabo mediante la técnica de
transcripcion reversa de reaccidon en cadena de la polimerasa (RT-PCR, del inglés, reverse
transcription polymerase chain reaction) que permite sintetizar ADNc a partir de ARN gracias a

la enzima transcriptasa reversa.

Para sintetizar ADNc, se diluyeron 400 ng de ARN de cada muestra con agua libre de
ARNasas hasta un volumen final de 16 uL. Se anadieron 4 puL de la iScript RT Supermix 5X, que
contiene transcriptasa reversa, dNTP, oligo(dT), random primers, inhibidor de ARNasas,
estabilizadores de MgCl, y el tampdn de reaccion. Los 20 ulL totales fueron incubados en un
termociclador MyCycler a 25 °C durante 5 minutos, seguidos de 30 minutos a 42 °Cy 5 minutos

finales a 85 °C. El ADNc obtenido se almacend a -20 °C.
11.4. Disefio de cebadores

Para el disefio de cebadores, se utilizé la base de genes del NCBI (del inglés, National
Center for Biotechnology Information). Mediante la herramienta Primer-BLAST, se seleccioné la
pareja de cebadores que se considerd que mejor reunia los requisitos: porcentaje de pares GC
en torno al 50%, longitud del amplicén en torno a 100 pb, y grado de autocomplementariedad

bajo.

Se llevaron a cabo dos pruebas para verificar en cada caso el funcionamiento de la pareja
de cebadores. En primer lugar, un gradiente de temperaturas consistente en una gqPCR que
utiliza diferentes temperaturas de anillamiento. Esta prueba nos permitio, por una parte, elegir
la temperatura de anillamiento a la que mejor funcionasen nuestros cebadores, es decir, que
tuviese un Ct mas bajo (ver apartado 11.5). Por otro lado, el analisis de la curva de melting del
producto de PCR nos permitié saber si se habia amplificado un solo producto o habia habido
amplificaciones inespecificas que por tanto invalidasen el uso de estos cebadores. Debido a la
posibilidad de que dos productos de PCR de diferente longitud tuviesen una curva de melting
similar por su composicién en pares de bases, llevamos a cabo una electroforesis en gel de
agarosa de los productos de PCR obtenido en la anterior prueba. De este modo, pudimos

comprobar que nuestra pareja de cebadores sdlo ofrecia un producto de PCR.
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Posteriormente, comprobamos la eficiencia de amplificacién de nuestra pareja de
cebadores, amplificando diluciones seriadas 1:3 de una muestra, y comprobando que el
producto de PCR obtenido en cada muestra conservaba la proporcion con respecto a la muestra
sin diluir. Asi, se elabord una recta que enfrentaba el Ct con la dilucién de la muestra. Se
consideraron validas rectas con un valor de R superior a 0,99. Ademés, la eficiencia, es decir, la
proporcién de ADN que rendia la reaccion de PCR en cada muestra, o pendiente de la recta,

debia estar entre el 90 y el 110%.
Un resultado positivo en ambas pruebas validaba nuestros cebadores para su uso.

Las parejas de cebadores utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Cebadores de diseiio propio y condiciones de PCR

Secuencia de los cebadores (5—3°) T2 de anillamiento

Colézeno | GGAGAGAGCATGACCGATGGA o
& GGTGGACATTAGGCGAGGAA
cde GGGGCTCTTGGGAACTACAC 60
GTACCGTCACAACCTCCCTG
s GCCTGTGTTTTCCTCCTTGC =
TGCTGCCTAATGTCCCCTTG
Ebronecting  TGACAGTTGGGTCACCCTGTT 59
GGTGTCTGGGTGACTTTCCT
6P130 CGGCTCATATGGAAGGCACT o
CCCACCTTGTTTCTTGCTGC
LFR AGAAGTGAGGAATGCCACAA .
AACCCGGAAAGTGTATGCAG
GATGCTAAATTCCGCCTGAT =
Rps13
TAGAGCAGAGGCTGTGGATG
AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA 60
Hprt

GCAAATCAAAAGTCTGGGGA



11.5. PCR cuantitativa, qPCR o PCR a tiempo real

La técnica de PCR permite la amplificacién de una determinada region de ADN gracias a
la utilizacién de cebadores especificos que anillan a ambos flancos de dicha regién y a la
capacidad de una enzima ADN polimerasa para sintetizar ADN nuevo mediante la copia de la
secuencia de dicha region gracias a la elongacién de los cebadores (Bessman et al, 1958). Se
denomina reaccién en cadena porque esta copia se produce durante ciclos sucesivos, dando
lugar a la amplificacion exponencial del ADN (Mullis et al, 1986). Es posible realizarla tanto a
partir de ADN gendmico como de ADNc obtenido mediante la retrotranscripcion del ARN.
Ademas, nos permite monitorizar la cantidad de copias de ADN al final de cada ciclo de
amplificacidn debido a la adicion de un fluoréforo capaz de unirse al ADN cuando estd en estado
de doble hélice. Se requiere un software acoplado al termociclador para registrar la emisién de

fluorescencia de cada muestra y generar una curva de amplificacion sigmoidea.

Para llevar a cabo la reaccion de PCR, en el caso de los cebadores caseros, se mezclaron
1 pL de ADNc, 10 pL de la Supermix iQ™SYBR®Green, 0,4 uL de cada cebador y 8,2 uL de H,0
mQ. Para el cebador comercial de CT-1 (primePCR assay qMmuCID0020747) se mezclé 1 pL de
ADNCc, 10 pL de la Supermix iQ™SYBR®Green, 1 uL del PrimePCR Assay y 8 pL de H,O mQ. Se
utilizé un termociclacor iQTM 5 empleando el siguiente protocolo para llevar a cabo las
diferentes etapas de la reaccién: 5 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C
(desnaturalizacién, etapa en la que se abre la doble hélice de ADN), 30 segundos a la
temperatura de anillamiento especifica (unidon de los cebadores a las hebras de ADN), 30
segundos a 72 °C (elongacion). El termociclador detecta la sefial fluorescente emitida, siendo
ésta mayor cuanto mas producto de PCR hay. Cuando el protocolo finaliza, se produce un
aumento en la temperatura del termociclador de 70 °C a 90 °C que conlleva la desnaturalizacion
del ADN y un decaimiento de la sefial fluorescente, obteniendo la curva de melting o disociacion
del producto de PCR. Para confirmar que estamos amplificando un solo producto, esta curva
debe ser Unica. El software establece una linea horizontal que corta a las curvas de amplificacién
de cada muestra cuando estdn en su fase exponencial, denominada linea de umbral.
Posteriormente, a partir de los Ct de las muestras (ciclo de amplificacion de cada muestra en el
que la curva de amplificacion en fase exponencial corta la linea de umbral) calcula los niveles de
expresion relativos de las distintas muestas de estudio. Un Ct mas bajo implica que en esa
muestra se alcanza antes la fase exponencial de amplificacién y por tanto hay una mayor

cantidad de ADN del gen analizado.



Se utilizaron como housekeeping la expresion de los ARNm de rps13 (del inglés,

ribosomal protein S13) y Hprt (del inglés, hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase).
12. Tratamiento de los datos y analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como la media * el error estandar de la media (EEM).
En la experimentacion in vivo se utilizaron al menos cuatro animales para cada grupo, y en la

experimentacion in vitro se hicieron como minimo tres experimentos.

Se aplicé el test Kolmogorov-Smirnov a los conjuntos de datos para comprobar si su
distribucién era normal (se ajustaba a una campana de Gauss). En caso afirmativo, se aplicaron
test estadisticos paramétricos mientras que en caso negativo, se aplicé una transformacion
logaritmica de los valores obtenidos que did lugar a su distribucidon normal. Para datos normales,
se utilizo el test estadistico de andlisis de la varianza (ANOVA) para determinar las diferencias
significativas entre mas de dos grupos de datos y el test estadistico t de student para determinar
diferencias significativas entre dos grupos. Consideramos significativo un valor de p <0,05. En
caso de encontrar diferencias significativas en el estudio del ANOVA, empleamos para las
comparaciones “post hoc” el test de Dunnett para comparar cada grupo de estudio con el grupo

control o el test de Turkey para comparar todos los grupos de estudio entre ellos.

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con Microsoft Excel 2016 y GraphPad Prism



Tabla 8. Relacion de productos y reactivos utilizados

Reactivo / Producto Referencia Casa comercial
Acido acético glacial 90062 Merck
Acido acético 20104.243 Prolabo
ADN polimerasa 10.003 Biotools
ADNasa D5025 Sigma-Aldrich
ADVANCED DMEM-F12 12634 Thermo Fisher Scientific
Adyuvante completo de Freud (ACF) F5881 Sigma-Aldrich
Agarosa 50000 Lonza
Aguja 25 gauges 9186158 Braun
Aminodcidos no esenciales 029K2390 Sigma-Aldrich
Aprotinina A-1153 Sigma-Aldrich
APS (Persulfato de amonio) A3678 Sigma-Aldrich
ARNasa 79254 Qiagen
ARNsi-CT-1 sc-39328 Santa Cruz Biotechnology
ARNsi-control sc-37007 Santa Cruz Biotechnology
Azida sddica 6688 Merck
Azul de bromofenol B8026 Sigma-Aldrich
Azul de trypan T10282 Thermo Fisher Scientific
Bisacrilamida 161-0107 Bio-Rad
BSA (albumina sérica bovina) A7906 Sigma-Aldrich

Buprex (buprenorfina) - RB Pharmaceuticals

CaCl, C-7902 Sigma-Aldrich

Cebadores qPCR - Isogen Life Science

Cebadores comerciales gPCR - Bio-Rad

Cdc42 G-LISA Activation Assay BK 127 Cytoskeleton
Colagenasa tipo IA C-9891 Sigma-Aldrich
Coomasie brillian blue G 27815 Sigma-Aldrich
Crioviales 5000-0020 Thermo Fisher Scientific
Cubreobjetos 200x200 Thermo Fisher Scientific
Cardiotrofina-1 recombinante de raton 250-25 Prepotech
DCTM Protein Assay (Lowry) 5000112 Bio-Rad
Diaminobenzidina D4293 Sigma-Aldrich
DMEM/F12 41966-054 Thermo Fisher Scientific
DMSO (dimetil sulféxido) 154938 Sigma-Aldrich

dNTP 11277049001 Roche



Métodos

Dolethal (pentobarbital)
DTT (ditiotreitol)
Dynabeads® M-450
EDTA (etilendiaminotetracético)
EGF
ELISA detection kit (Albimina)
Eosina surgipath
Espermidina
Etanol
Faloidina Alexa fluor 594
FeCl3
Filtros estériles
Formaldehido
Gelatina bovina
Geles criterion SFX
Glicerol
Glicina
H.0,
HAM’s-F12
Hematoxilina de Harris
Hematoxilina de Mayer
HEPES
Hidrocortisona
Hoechst 33258
IGEPAL CA-630
In situ Cell Detection Kit
Inmunoglobulina G
Insulina
IFN-y recombinante (interferén gamma)
iScript RT Supermix
Isoflurano IsoFlo
Jeringuillas 1 mL
KCl
KH,PO,
Leupeptina

L-glutamina

D0632
14011
E5134
E-9644
E90-134
353501601
50266
100983
A12381
F-1734
344198
G-9391
567-8093
D4751
161-0724
H-6520
21765
10-2332
MHS16
H-4034
H-0396
H3569
13021
11684809910
15131
11882
PMC4031
170-8841
34009XN
9161406V
P9333
P5655
L-2023
G-8540

Vetoquinol
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bethyl laboratories
Casa Alvarez
Sigma-Aldrich
Merck
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Corning
Calbiochem
Sigma-Aldrich
Bio-rad
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Casa Alvarez
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Bio-Rad
Esteve
Braun
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Lipofectamina RNAIMAX
Luminol
Marcador 1 kb
Marcador pesos moleculares PageRulerTM
Material quirtrgico
Matrigel®
Membranas de PVDF
Metanol
MgS047H,0
MTT (metil tetrazolio)
NazVO,
NacCl
NaF
NucleoSpin® RNA Il
Opti-MEM
PAS staining Kit
p-iodofenol
Peliculas Fuji Medical X-Ray Film Super RX
Penicilina — Estreptomicina
Pepsina
Percoll
PFA (paraformaldehido)
Pipetas de plastico de 5, 10 y 25 mL
Placas de cultivo
PMSF (fluoruro de fenilmetil sulfonilo)
PO;H;K
Portaobjetos
ProLong® Gold Antifade
Proteinasa K
Puntas micropipeta con filtro
Puntas micropipeta sin filtro
QuantiChrom™ Urea Assay Kit
Rascadores de células
RhoA G-LISA Activation Assay Kit
Rojo Sirio (Direct red 80)
RPMI

13778-075
A8511
10787-018
26616
356237
66543
34885
121310
M5655
S-6508
S3014
56776
740.955
31985-062
1016460001
110201
47410
15140-122
P-7012
17-0891-02
P6148

P-1585
P-5655
76x26
P36934
03115879001
2000/80/16
DIUR-500
353086
BK 124
365548
21875-034

Métodos

Invitrogen
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Fine Science Tools (F.S.T.)
Corning
Pall Corporation
Sigma-Aldrich
Probus
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Macherey Nagel
Invitrogen
Merck
Sigma-Aldrich
Fuji Medical
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Ge Healthcare
Sigma-Aldrich
Corning
Corning
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roche
Neptune
Deltalab
Bioassay Systems
Corning
Cytoskeleton
Sigma-Aldrich
GIBCO




BT o

SBF (suero bovino fetal) 10270-106 GIBCO
SDS (Dodecil sulfato sédico) 152002C Bio-Rad
Selenio S-9138 Sigma-Aldrich
Soluble Collagen Assay Sircol $1000 Biocolor
Supermix IQ™SYBR® Green 170-8882 Bio-Rad
Sutura 5/0 no absorbible C0765074 Braun
Sutura 5/0 reabsorbible 49552-24 Braun
S31-201 SMLO0330 Sigma-Aldrich
Tamiz 0305801 CISA
TEMED (tetrametil-etilendiamina) 142093 PanReac
TGF-B1 recombinante humano 7754 R&D Systems
Trans-blot turbo™ 3622-42 Bio-Rad
Tripsina 0,25% - EDTA 0,02% 25200 Thermo Fisher Scientific
Tris base 443866G Merck
Triton-X100 X100 Sigma-Aldrich
Tubos de plastico de 15y 50 mL - Corning
Tubos de plastico de 2 mL 4092.7N Deltalab
Tween-20 P7949 Sigma-Aldrich
Xileno 141769 Panreac
B-mercaptoetanol M6250 Sigma-Aldrich

Tabla 9. Relacién de equipos y aparatos utilizados

Equipos / Aparatos Casa comercial

Camara digital Olympus DP70 Olympus
Campana de flujo laminar vertical Gelaire TC-48 Flow Laboratories
Cassette de revelado Amersham
Centrifugas Eppendorf
Countess® Automated Cell Counter Thermo Fisher Scientific
Equipo electroforesis PCR Bio-Rad
Equipo de Western blot Mini-Protean®lll Bio-Rad
Escaner Canon
Fuente de alimentacion Power Pac 3000 Bio-Rad
Iman DinaMag-2 para tubos de 2 mL Thermo Fisher Scientific

Incubador de células Forma Scientific 3111 Thermo Fisher Scientific



Lector de placas ELISA EIx800
Madquina anestesia inhalatoria
Madquina de revelado Medical X Ray Processor
Microscopio de contraste de fases 2 ELW 0.3
Microscopio de fluorescencia Axiovert 200M
Microscopio 6ptico Olympus BX51
Nanodrop (ND-1000)

Politron Ultra-turrax T8
Termociclador iQTM 5
Termociclador MyCycler™
Transiluminador GelDoc
Ultracentrifuga

Ultracongelador

Métodos

BioTek
MSS Isoflurane
Kodak
Nikon
Carl Zeiss
Olympus
Thermo Fisher Scientific
IKA Labortechnick
Bio-Rad
Bio-Rad
Bio-Rad
Beckman

Thermo Fisher Scientific

Tabla 10. Relacion de programas y softwares informaticos utilizados

Programas / Softwares informaticos

Adobe Photoshop 7.0
DP Controller
Fiji (Image j)
GraphPad Prism 6
Gen 5.0
Image Pro Plus

Microsoft Excel 2016

Primer Blast

Scion Image

Casa comercial

Adobe

Olympus

Fiji

GraphPad

Bio-Tek
Media Cybernetics
Microsoft
NCBI (National Center for Biotechnology

Information)

Scion Corporation
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1. Expresion de cardiotrofina-1 y sus receptores (GP130 y LIFR) en

rindn de ratones

Con el objetivo de analizar el efecto de la CT-1 enddgena y de la administracion de CT-1
en distintos modelos experimentales de enfermedad renal, hemos comprobado que los rifiones
expresan CT-1 y sus receptores GP130 y LIFR mediante inmunohistoquimica o
inmunofluorescencia (figura 26), y mediante western blot (seccion 2.1 de resultados). Tal y como
se muestra en la figura 26 CT-1, GP130 y LIFR se expresan en rifion de ratén. Esta expresion se
observa tanto en células tubulares como en células glomerulares. Hasta el momento sdlo se

conocia la expresion de ARNm de CT-1 en rifién, pero no de la proteina.

A. GP130 B. LIFR CT-1

Figura 26. Expresion de cardiotrofina-1y sus receptores en rifiones de ratones. A. Inmunofluorescencia
de GP130. B. Inmunohistoquimica de LIFR y CT-1. Magnificacidn: 400X; barra= 10 um. CT-1: cardiotrofina-
1, GP130: glicoproteina 130, LIFR: receptor de LIF.

2. Papel de la CT-1 enddgena en el desarrollo de la fibrosis

tubulointersticial

Para analizar el papel de la CT-1 enddgena en el desarrollo de la fibrosis tubulointersticial
utilizamos el modelo experimental de OUU, como se ha detallado en la seccion de métodos 3.1.
este modelo replica muchas de las caracteristicas fisiopatoldgicas de esta enfermedad, como
son: apoptosis de células tubulares, infiltracién de células proinflamatorias, estrés oxidativo,
proliferaciéon de miofibroblastos y excesiva acumulacion de MEC dando lugar a fibrosis

tubulointersticial (Chevalier et al, 2009). Por lo tanto, con este modelo experimental evaluamos
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el proceso inflamatorio y dafio tubular inicial tras 3 dias de OUU vy la fibrosis tubulointersticial

tras 15 dias de UUO.

2.1. Papel de la CT-1 enddgena en la fibrosis tubulointersticial tras 15 dias de OUU

Para este estudio, realizamos OUU durante 15 dias a ratones macho CT-17" de 3 meses

de edad y a sus respectivos controles CT-1*/*.
» Expresion de CT-1 en el modelo de OUU

Verificamos que los rifiones de ratones CT-17" no expresan CT-1 (figura 27).

CT-1+/+ CT-17/-

Figura 27. Expresién de CT-1 en rifiones de ratones CT-1*/* y CT-17-. Imagen representativa del anilisis
por western blot de la expresién de CT-1. Se utilizd GAPDH como control de carga. CT-1: cardiotrofina-1.

A continuacién, evaluamos si la nefropatia obstructiva modifica los niveles de expresion
de CT-1. Mediante gPCR observamos una mayor expresion de los niveles de ARNm de CT-1 en
los rifiones O con respecto a los rifiones NO tras 15 dias de OUU (figura 28A). Mediante
inmunohistoquimica observamos el mismo aumento en la expresion de la proteina,
fundamentalmente en los tubulos (figura 28B). Estos resultados muestran que la OUU estimula

la expresién de CT-1.
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Figura 28. Anilisis de la expresién de CT-1 en rifiones NO y O de ratones CT-1*/* tras 15 dias de
obstruccion. A. qPCR de los niveles de expresion de ARNm de CT-1 en rifiones NO y O; se utilizé rps13
como control interno de carga; los datos representan la media + error estandar de la media. B. Imagenes
representativas de inmunohistoquimica de CT-1 en rifiones NO y O. NO (n=6), O (n=6). Test estadistico: T
de Student. * p<0,05 con respecto a NO. Magnificacion original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, NO: no
obstruidos, O: obstruidos.

> Efectos de la ausencia de CT-1 en el desarrollo de la fibrosis tubulointersticial

Comprobamos que tras 15 dias de OUU los rifiones O procedentes tanto de ratones CT-
1*/* como de ratones CT-17" muestran las caracteristicas tipicas de la nefropatia obstructiva:
dilatacion tubular, hidronefrosis y dafio tubulointersticial; se puede observar una mayor
cantidad de estas alteraciones en los rifiones O de ratones CT-17- que en los rifiones O de ratones

CT-1** (figura 29).
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No obstruido Obstruido

CT-1+/+

Figura 29. Imagenes representativas de cortes histoldogicos tefiidos con hematoxilina-eosina en rifiones
NO y rifiones O de ratones CT-1*/* y CT-17" tras 15 dias de obstruccién. Las flechas largas sefialan
dilatacion tubular, las flechas cortas sefialan atrofia tubular y las cabezas de las flechas marcan
hipercelularidad. CT-1** NO (n=6), CT-1** O (n=6), CT-17"NO (n=6), CT-17- O (n=6). Magnificacién original:
400X. CT-1: cardiotrofina-1, NO: no obstruidos, O: obstruidos.

Para evaluar el grado de fibrosis renal, se realizé tincién con Rojo Sirio y tricromico de
Masson. La OUU induce un aumento de fibrosis (figuras 30-31) tanto en ratones CT-1** como
en CT-17", sin observarse diferencias entre los rifiones NO de ambos grupos. Los rifiones O de los
ratones CT-17 presentan una mayor tincién con Rojo Sirio y con tricrémico de Masson (Figuras
30-31). La fibrosis tubulointersticial evaluada por Rojo Sirio muestra que los rifiones O de los
ratones CT-17 presentan una mayor area de fibrosis tubulointersticial que los rifiones O de los
ratones CT-1*/* (figura 30B). La sintesis de coldgeno total en los rifiones O de los ratones CT-17-
es mayor que en los rifiones O de los ratones CT-1*/* (figura 31B). Ademas, hay una mayor
expresion de ARNm de coldgeno | en los rifiones O de los ratones CT-17- que en los O de los

ratones CT-1** (figura 32A).
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Por Ultimo, observamos que los rifiones O de ratones CT-17° muestran una mayor

expresion de fibronectina, CTGF y colageno | que los rifiones O de ratones CT-1*/* (figura 32B).
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Figura 30. Andlisis del grado de fibrosis tubulointersticial mediante tincién con Rojo Sirio tras 15 dias de
obstruccién. A. Imagenes representativas de tincién con Rojo Sirio en rifiones O y NO de ratones CT-1**
y CT-17-. B.Cuantificacién del rea de fibrosis tubulointersticial evaluada con la tincién de Rojo Sirio. Los
datos representan la media * error estdndar de la media. CT-1** NO (n=6), CT-1** O (n=6), CT-17" NO
(n=6), CT-17- O (n=6).Test estadistico: ANOVA de una via.** p<0,01 con respecto a los grupos indicados
por las lineas. Magnificacién original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, NO: no obstruidos, O: obstruidos, UA:
unidades arbitrarias.
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Figura 31. Andlisis del grado de fibrosis tubulointersticial tras 15 dias de obstruccion. Imagenes
representativas de tincién con tricrémico de Masson en rifiones O y NO de ratones CT-1** y CT-17". B.
Sintesis de colageno total en rifiones O de ratones CT-1**y CT-17". Los datos representan la media * error
estandar de la media. CT-1** NO (n=6), CT-1"* O (n=6), CT-17 NO (n=6), CT-17" O (n=6). Test estadistico:
T de Student. *p<0,05 con respecto a CT-1**. Magnificacién original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, NO: no
obstruidos, O: obstruidos.
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Figura 32. Analisis de la expresion de proteinas caracteristicas de fibrosis tubulointersticial tras 15 dias
de obstruccién. A. Andlisis mediante qPCR de la expresién de los niveles de ARNm de coldgeno | enrifiones
O de ratones CT-1*/* y CT-17". Se utiliz6 rps13 como control interno de carga; los datos representan la
media £ EEM. B. Imagenes representativas del andlisis por western blot de la expresién de fibronectina,
CTGF y coldgeno | en rifiones O de ratones CT-1** y CT-17; se utiliz6 GAPDH como control de carga; las
graficas representan la cuantificaciéon por densitometria éptica de los western blots; los datos son las
medias + EEM. CT-1** (n=6), CT-17- (n=6). Test estadistico: T de Student. * p<0,05 ** p<0,01 con respecto
a CT-1**. CT-1: cardiotrofina-1, EEM: error estandar de la media, O: obstruidos.
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Estos datos indican que la ausencia de CT-1 no afecta a la regulacion de la produccién
de coladgeno en lorifiones NO, pero aumenta la respuesta fibrogénica inducida por la OUU. Estos
resultados, junto con el aumento en la expresion de CT-1 observada tras la OUU sugieren que la

CT-1 enddgena tiene un papel protector en el desarrollo de la fibrosis renal.
> Expresion de fosfo-STAT3

Se ha demostrado en un modelo experimental en ratas que tras la OUU se produce un
aumento de expresion de p-STAT3 (Kuratsune et al, 2007). En un estudio en ratones se observé
que el aumento de p-STAT3 observado tras la OUU daba lugar a una disminucién de la fibrosis
renal mediante la activacion de MMP2 (Koike et al, 2014). Ademas, se ha relacionado la
activacion de la via de JAK/STAT con una disminucion de fibrosis en corazon, rifién e higado

(Hilfiker-Kleiner et al, 2004; Koike et al, 2014; Plum et al, 2010).
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Figura 33. Analisis de la expresion de p-STAT3 tras 15 dias de obstruccion. Imagenes representativas del
analisis por western blot de la expresién de p-STAT3 en los rifiones NO y O de ratones CT-1** (A) y CT-17-
(B). Se utiliz6 GAPDH como control de carga; las graficas representan la cuantificacion por densitometria
dptica de los western blots; los datos representan las medias + error estandar de la media. CT-1** NO
(n=6), CT-1** O (n=6), CT-17" NO (n=6), CT-17- O (n=6). Test estadistico: T de Student. * p<0,05 ** p<0,01
con respecto a NO. CT-1: cardiotrofina-1, NO: no obstruidos, O: obstruidos.

Por tanto, evaluamos la expresion de p-STAT3 tras 15 dias de OUU. Observamos que tras
15 dias de OUU aumenta la expresion de p-STAT3 en los rifiones O comparados con los NO tanto

en ratones CT-1*/* como en ratones CT-17" (figura 33).
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Asi mismo, observamos una mayor expresion de p-STAT3 en los rifiones O de los ratones
CT-1*"* comparado con los rifiones O de los ratones CT-17 (figura 34A). Mediante zimografia
evaluamos la actividad de la MMP2 y observamos que los rifiones O de los ratones CT-1*/*
muestran un ligero aumento de la actividad de MMP2 frente a los rifiones O de los ratones CT-

17 (figura 34B).

Por tanto, el menor grado de fibrosis tubulointersticial observado en los ratones CT-1*/*
comparado con los ratones CT-17" tras la OUU podria ser debido en parte a la mayor fosforilacién
de STAT3 que origina una mayor actividad de MMP2 y por tanto una mayor degradacion del

exceso de MEC producido.
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Figura 34. Analisis de la expresion de p-STAT3 y de la actividad de la MMP2 tras 15 dias de obstruccién.
A. Imagen representativa del analisis por western blot de la expresion de p-STAT3 en rifiones O de ratones
CT-1** y CT-17; se utilizé GAPDH como control de carga. B. Imagenes representativas del andlisis por
zimograma de gelatina de la actividad de la MMP2 en rifiones O de ratones CT-1** y CT-17". La gréfica
representa la cuantificacién por densitometria dptica de los western blots; los datos son las medias + error
estandar de la media. CT-1** (n=6), CT-17" (n=6). Test estadistico: T de Student. * p<0,05 con respecto a
CT-1*/*, CT-1: cardiotrofina-1, MMP2: metaloproteasa-2, O: obstruidos.
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2.2. Papel de la CT-1 enddgena en las fases tempranas del daiio tubulointersticial

Realizamos OUU durante 3 dias a ratones macho CT-17- de 3 meses de edad y a sus
respectivos controles CT-1*/*. Evaluamos el dafio tubular y apoptosis celular, aumentos en el
numero de miofibroblastos y la respuesta inflamatoria, que son mecanismos que promueven el

dafio temprano en el modelo de OUU (Ucero et al, 2014).
> Expresion de los receptores de CT-1

Analizamos los niveles de expresiéon de ARNm de GP130 vy LIFR en los rifiones O y NO de
ratones CT-1*/* y CT-17" tras 3 dias de OUU. No se encuentran diferencias en los niveles de
expresion de ARNm en ninguno de los dos receptores ni entre los rifiones de ratones CT-1**y
CT-17 ni diferencias tras la OUU (figura 35). Por lo tanto, ni la obstruccién ni la ausencia de CT-

1 afecta a los niveles de expresidn renal de estos receptores.
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Figura 35. Analisis de la expresion de LIFR y de GP130 tras 3 dias de obstruccién. qPCR de la expresion
de ARNm de LIFR y GP130 en rifiones O y NO de ratones CT-1** y CT-17; se utilizd rps13 como control
interno de carga; los datos representan la media + error estdndar de la media. CT-1** NO (n=6), CT-1** O
(n=6), CT-17- NO (n=6), CT-17- O (n=6). Test estadistico: ANOVA de una via. CT-1: cardiotrofina-1, GP130:
glicoproteina 130, LIFR: receptor de LIF, NO: no obstruidos, O: obstruidos.

> Analisis histolégico del dafio tubular

Mediante tincién con HE estudiamos cambios en la corteza de los rifiones NO y O tanto

de los ratones CT-17" como de los ratones CT-1*/*,
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Figura 36. Analisis del dafio tubular tras 3 dias de obstruccion. A. Imagenes representativas de cortes
histolégicos tefiidos con hematoxilina-eosina de la corteza de rifiones NO y rifiones O de ratones CT-1*/*
y CT-17. B. indice del dafio histoldgico en rifiones NO y O de ratones CT-1**y CT-17; los datos representan
lamedia en UA t error estdndar de la media. Las cabezas de las flechas sefialan restos celulares, las flechas
cortas sefialan el inicio de depdsitos hialinos, las flechas largas sefialan tapones hialinos y las estrellas
dilatacién tubular. CT-1** NO (n=6), CT-1** O (n=6), CT-17- NO (n=6), CT-17" O (n=6). Test estadistico:
ANOVA de una via. ** p<0,01 con respecto a los grupos indicados por las lineas. Magnificacion original:
400X. CT-1: cardiotrofina-1, NO: no obstruidos, O: obstruidos, UA: unidades arbitrarias.

Tal y como se muestra en la figura 36, los rifiones NO de ratones CT-1** y CT-17
presentan las caracteristicas normales del parénquima renal. Los rifiones O procedentes de
ratones CT-17" muestran un dafio tubular mas severo que los rifiones O de los ratones CT-1*/*.
Este dafio tubular esta caracterizado por un hinchamiento de las células tubulares, pérdida del

borde en cepillo, pérdida de nucleos tubulares y dilatacién tubular. Asi mismo, la apoptosis
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producida en las células tubulares da lugar a una liberacién de restos celulares hacia el lumen
tubular, y la acumulacién de estos restos celulares produce la formacion de cilindros de material

hialino que puede provocar la formacion de tapones hialinos que obstruyen los tubulos.

Cuantificamos el dafio tubular en la corteza renal tal y como se ha explicado en la seccion
de métodos 5.1. El indice de dafio histoldgico es mayor en los rifiones O que en los rifiones NO
de cada grupo experimental. Ademas, se observa un mayor indice de dafo histoldgico en los

rifiones O de los ratones CT-17" comparado con los rifiones O de los ratones CT-1*/* (figura 36B).
> Apoptosis celular

La apoptosis es la principal forma de muerte celular observada en el modelo
experimental de OUU (Ardura et al, 2008). Tras 1 dia de OUU se observa muerte celular tubular
gue aumenta con el tiempo; la apoptosis tubular tanto en la corteza como en la médula tras 3
dias de OUU es mas evidente y contribuye a la resolucion de la respuesta inflamatoria asi como
alaregulacién del numero de fibroblastos, y por tanto al desarrollo de la enfermedad (Misaki et

al, 2009).

Ademas, la senalizacion mediada por STAT3 promueve la sintesis de proteinas
antiapoptéticas (Bhattacharya et al, 2005). En dos estudios de dafio hepatico se ha descrito que
ratones CT-17" presentan un mayor grado de apoptosis que ratones CT-1*/* debido en parte a la
menor fosforilacién de STAT3 observada en estos ratones CT-17 (Iniguez et al, 2006; Marques

et al, 2007).

Analizamos la apoptosis en los rifiones O de ambos grupos mediante la expresion de
caspasa-3 activada y la fragmentacién de ADN evaluada con el ensayo TUNEL. La caspasa-3
activada es un marcador temprano de la apoptosis, que desempefia un papel importante en la
fase de ejecucién de este proceso. Mediante western blot observamos que los rifiones O de
ratones CT-17" presentan una mayor expresién de caspasa-3 activada que los ratones O de

ratones CT-1** (figura 37A).
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Figura 37. Andlisis de la expresion de caspasa-3 activada tras 3 dias de obstrucciéon. A. Imagen
representativa del andlisis por western blot de la expresion de caspasa-3 activada enrifiones O de ratones
CT-1** y CT-17; se utiliz6 GAPDH como control de carga. B. Imagenes representativas de
inmunohistoquimica con caspasa-3 activada en la corteza de rifiones O de ratones CT-1** y CT-17-. La
grafica representa la cuantificacidn por densitometria dptica de los western blots; los datos son las medias
+ error estandar de la media. CT-1** (n=6), CT-17" (n=6). Test estadistico: T de Student. ** p<0,05 con
respecto a CT-1**, Magnificacién original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, O: obstruidos.

La inmunohistoquimica también muestra un mayor nimero de células tefiidas con
caspasa-3 activada en los rifiones O de ratones CT-17" que en los O de ratones CT-1*/* (figura

37B).

El ensayo enzimdtico TUNEL detecta la fragmentacion de ADN debida a cascadas de
sefializacion apoptéticas. Observamos que los rifiones O de ratones CT-17 presentan una mayor
cantidad de células TUNEL positivas tanto en la corteza como en el area corticomedular que los
rifiones O de ratones CT-1** (figura 38). Por tanto, todos estos resultados muestran que la OUU

provoca un mayor grado de apoptosis en los ratones CT-17- que en los ratones CT-1*/*.



132

Resultados

corteza Area corticomedular

Figura 38. Analisis de la fragmentacion de ADN tras 3 dias de obstruccién. Imagenes representativas de
la tincidn con TUNEL en la corteza y area corticomedular de rifiones obstruidos procedentes de ratones
CT-1*/* y CT-17-. Las flechas sefialan células tefiidas. CT-1** (n=6), CT-17" (n=6). Magnificacién original:
400X; barra= 10 um. CT-1: cardiotrofina-1.

Debido a la implicacién de STAT3 en la respuesta antiapoptética analizamos su
activacion en nuestro modelo experimental. Observamos que los rifiones O de ratones CT-1*/*
muestran una mayor fosforilacién de STAT3 que los rifiones O de ratones CT-17 (figura 39). Por
lo tanto, la disminucién en la activacién de STAT3 en los ratones CT-17" podria ser uno de los

mecanismos implicados en el mayor grado de apoptosis que aparece en ausencia de CT-1.
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Figura 39. Andlisis de la expresion de p-STAT3 tras 3 dias de obstruccion. Imagen representativa del
analisis por western blot de la expresién de p-STAT3 en rifiones obstruidos de ratones CT-1**y CT-17"; se
utilizé GAPDH como control de carga. La grafica representa la cuantificacién por densitometria dptica de
los western blots; los datos son las medias + error estdndar de la media. CT-1*/* (n=6), CT-17" (n=6). Test
estadistico: T de Student. * p<0,05 con respecto a CT-1*/*. CT-1: cardiotrofina-1.

> Cantidad de miofibroblastos

Hemos valorado la cantidad de miofibroblastos analizando la expresién de los

marcadores de miofibroblastos a-SMA y vimentina.

Mediante western blot observamos que los rifiones O de los ratones CT-17- expresan
una mayor cantidad de a-SMA que los rifiones O de los ratones CT-1*/* (figura 40A). Mediante
inmunohistoquimica se observa que a-SMA se expresa en el intersticio renal y en las paredes de
los vasos; sin embargo, en los rifiones O de ratones CT-17" se observa una mayor expresion en

el intersticio renal que en los rifiones O de los ratones CT-1*/* (figura 40B).

La inmunohistoquimica de vimentina muestra que esta proteina se expresa en las
paredes de los vasos, en las células mesangiales y el intersticio renal. La expresion en el
intersticio renal es mayor en los rifiones O de los ratones CT-17" que en los O de los ratones CT-
1*/* (figura 40C). Asumiendo que el drea tefiida es proporcional al nimero de miofibroblastos y
de acuerdo con los resultados observados del analisis de la expresién de a-SMA, estos datos
sugieren que los rifiones O de los ratones CT-17 tienen un mayor nimero de miofibroblastos

que los rifiones O de los ratones CT-1*/*.
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Figura 40. Andlisis de la expresion de a-SMA y vimentina tras 3 dias de obstruccion. A. Imagen
representativa del andlisis por western blot de la expresion de a-SMA en rifiones O de ratones CT-1**y
CT-17; se utilizd GAPDH como control de carga. B. Imagenes representativas de inmunohistoquimica de
a-SMA (B) y vimentina (C) en la corteza de rifiones O de ratones CT-1**y CT-17". La grafica representa la
cuantificacién por densitometria dptica de los western blots; los datos son las medias + error estdndar de
la media. CT-1** (n=6), CT-17 (n=6). Test estadistico: T de Student. * p<0,05 con respecto a CT-1**.
Magnificacion original: 400X. a-SMA: actina de musculo liso vascular, CT-1: cardiotrofina-1, O: obstruidos.
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» Respuesta inflamatoria

La infiltracion de células inflamatorias (principalmente macréfagos y leucocitos) y la
expresion local de diferentes citoquinas y moléculas de adhesién de membrana promueven la
progresion de la fibrosis tubulointersticial (Zeisberg & Neilson, 2010). Por ello, hemos analizado

cambios en marcadores implicados en la respuesta inflamatoria.

Los macroéfagos liberan citoquinas y factores de crecimiento promoviendo la progresion
de la enfermedad, y en el modelo de OUU esta infiltracién de células inflamatorias aumenta

progresivamente desde las 12 horas de la obstruccion (Yoo et al, 2006).

Con el objetivo de identificar la cantidad de macréfagos utilizamos el marcador Cd68,
una glicoproteina presente en los lisosomas de los monocitos y los macréfagos. Hemos
observado que los rifiones O de ratones CT-17" presentan una mayor expresiéon de ARNm de

Cd68 que los rifiones O de ratones CT-1** (figura 41).
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Figura 41. Analisis de la expresion de ARNm de Cd68 tras 3 dias de obstruccion. Andlisis mediante gPCR
de la expresién de los niveles de ARNm de Cd68 en rifiones obstruidos de ratones CT-1** y CT-17"; se
utilizd rps13 como control interno de carga; los datos representan la media + error estandar de la media.
CT-1** (n=6), CT-17" (n=6). Test estadistico: T de Student. ** p<0,01 con respecto a CT-1*/*. CT-1:
cardiotrofina-1.

La expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1 aumenta a las pocas
horas de la obstruccidon y media la adhesidn y quimiotaxis de los macréfagos (Morrissey & Klahr,
1998b). La induccién de cicloxigenasa-2 (COX-2) puede ocurrir en respuesta a diferentes
citoquinas durante el dafio tisular y la inflamacion (Honma et al, 2014). Mediante western blot
observamos que los rifiones O de ratones CT-17" muestran una mayor expresion de ICAM-1y

COX-2 que los rifiones O de ratones CT-1*/* (figura 42A).
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El factor de transcripcion NF-kB es activado tras la obstruccion renal (Morrissey & Klahr,
1998a; Morrissey & Klahr, 1997) y su inhibicién previene la fibrosis renal inducida tras la OUU
(Tashiro et al, 2003). Evaluamos la activacion de NF-xB analizando la expresion del residuo
fosforilado Ser536 de la subunidad NF-kB p65 (p-p65) y los niveles de IkB-a libres. Los rifiones
O de ratones CT-17/" muestran una mayor expresion de p-p65 y de lkB-a que los O de los ratones

CT-1*"*, y por tanto una mayor activacién de NF-kB (figura 42B).

iNOS es una enzima que se expresa en diferentes células en condiciones de inflamacion,
y que produce grandes cantidades de dxido nitrico jugando un papel importante en el dafo
celular por inflamacidn; tras la OUU se produce un aumento de su expresion (Grande et al,
2010b). Evaluamos la expresion de iNOS mediante western blot e inmunohistoquimica.
Observamos que los rifiones O de ratones CT-17- expresan una mayor cantidad de iNOS que los
rifiones O de los ratones CT-1*/*. La inmunohistoquimica muestra que iNOS se expresa en el
citoplasma celular, principalmente en los tubulos corticales, y también se observa una mayor

expresion de iNOS en los rifiones O de los ratones CT-17 que en los O de los CT-1*/* (figura 43).

Estos datos en conjunto indican que la ausencia de CT-1 agrava el dano tubular,
abundancia de miofibroblastos y la respuesta inflamatoria inducida por la OUU. Por tanto, este
mayor dafio producido en los ratones CT-17" en las fases iniciales de la enfermedad parece ser
el responsable del mayor grado de fibrosis tubulointersticial observado en estos animales en las

fases tardias comparado con los ratones CT-1*/*.
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Figura 42. Analisis de la expresion de moléculas de adhesion, COX-2 y activacion de NF-«xB tras 3 dias de
obstruccion. Imagenes representativas del andlisis por western blot de la expresion de ICAM-1, COX-2 (A),
p-p65 e IkB-a (B) en rifiones obstruidos de ratones CT-1** y CT-17; se utilizd GAPDH como control de
carga. Las graficas representan la cuantificacion por densitometria éptica de los western blots; los datos
son las medias * error estandar de la media. CT-1*/* (n=6), CT-17" (n=6). Test estadistico: T de Student. *
p<0,05, **p<0,01 con respecto a CT-1*/*. CT-1: cardiotrofina-1, COX-2: cicloxigenasa-2.
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Figura 43. Analisis de la expresion de iNOS tras 3 dias de obstruccién. A. Imagen representativa del
analisis por western blot de la expresion de iNOS en rifiones O de ratones CT-1**y CT-17; se utiliz6 GAPDH
como control de carga.B. Imagenes representativas de tincién inmunohistoquimica con iNOS de la corteza
de rifiones O de ratones CT-1*/* y CT-17", La grafica representa la cuantificacion por densitometria 6ptica
de los western blots, los datos son las medias * error estandar de la media. CT-1** (n=6), CT-17" (n=6).
Test estadistico: T de Student. **p<0,01 con respecto a CT-1*/*. Magnificacion original: 400X. CT-1:
cardiotrofina-1, iNOS: dxido nitrico sintasa inducible, O: obstruidos.
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3. Efecto de Ila administracion de CT-1 en la fibrosis

tubulointersticial

Debido a nuestros resultados previos en los que observamos que la ausencia de CT-1
agrava el dafo tubulointersticial y fibrosis renal inducida por OUU y a las investigaciones que
muestran la funcion protectora de CT-1 frente a la inflamacién y apoptosis en diversos modelos
experimentales (Garcia-Cenador et al, 2013a; Lopez-Yoldi et al, 2015), decidimos evaluar si la
administracién de CT-1 exdgena protege y o disminuye la severidad de la fibrosis renal y el dafo

tubulointersticial inducido por OUU.

Por ello analizamos el posible efecto terapéutico del tratamiento con CT-1 en los
animales CT-1**y si la administracion exégena de CT-1 en animales deficientes de esta citoquina

revierte el dafio observado en dichos animales.

3.1. Efecto del tratamiento con CT-1 en animales CT-1*/*

Evaluamos el posible papel protector de la administracion de CT-1 frente al dafio renal

producido por la OUU.
3.1.1. Efecto del tratamiento con CT-1 en la fibrosis tubulointersticial

Realizamos OUU durante 15 dias a ratones macho de 3 meses de edad CT-1**vy les
administramos CT-1 100 pg/kg, CT-1 400 pg/kg o solucidn salina cada dos dias tal y como se

explica en la seccién de métodos 3.1.2.

Observamos que los rifilones O de los ratones tratados con CT-1 a ambas dosis (100 y
400 pg/kg) presentan una menor deposicion de colageno intersticial que los rifiones O de los
ratones no tratados, como se observa en la tincidon de Rojo Sirio y tricrdmico de Masson (figura
44A-B). La cuantificacion de la tincion de Rojo Sirio indica que los riflones O de los ratones
tratados con CT-1 muestran una menor presencia de fibrosis que los O de los ratones no tratados
(figura 44C). Ademas, mediante western blot observamos que el tratamiento con CT-1

disminuye la expresion de fibronectina y CTGF (figura 45).
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Estos datos sugieren que la administracién de CT-1 reduce el grado de fibrosis renal

inducida tras 15 dias de OUU en ratones CT-1*/*.
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Figura 44. Analisis del grado de fibrosis tubulointersticial tras 15 dias de obstruccién. A. Imagenes
representativas de tincién con Rojo Sirio en rifiones O de ratones CT-1** tratados con CT-1 100 ug/kg y
400 pg/kg. B. Imagenes representativas de tincidn con tricromico de Masson en rifiones O de ratones CT-
1** tratados con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg. C. Cuantificacién del grado de fibrosis tubulointersticial
evaluada con la tincién de Rojo Sirio. Los datos representan la media # error estandar de la media. CT-1**
(n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400 pg/kg (n=4). Test estadistico: ANOVA de una via. * p<0,05 con
respecto a CT-1*/*. Magnificacién original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, O: obstruidos, UA: unidades
arbitrarias.
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Figura 45. Analisis de la expresion de fibronectina y CTGF tras 15 dias de obstruccién. Imagenes
representativas del analisis por western blot de la expresidon de fibronectina y CTGF en rifiones obstruidos
de ratones CT-1** tratados con CT-1 100 pg/kgy 400 pg/kg; se utiliz6 GAPDH como control de carga. Las
graficas representan la cuantificacion por densitometria dptica de los western blots, los datos son las
medias * error estandar de la media. CT-1*/* (n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400 ug/kg (n=4). Test
estadistico: ANOVA de una via. * p<0,05 con respecto a CT-1**. CT-1: cardiotrofina-1.

3.1.2. Efecto del tratamiento con CT-1 en las fases tempranas del dafo tubulointersticial

Realizamos OUU durante 3 dias a ratones macho de 3 meses de edad CT-1"*y se les
administré CT-1 100 pg/kg, CT-1 400 pg/kg o solucion salina. Evaluamos el efecto de la
administracion de CT-1 en el dafio tubular y apoptosis celular, cantidad de miofibroblastos y

respuesta inflamatoria.
> Analisis histoldgico del dafio tubular

Como se observa en la tincién con HE de la figura 46, los rifones O de ratones tratados
con CT-1 presentan un menor numero de alteraciones histoldgicas inducidas por OUU
(hinchamiento de las células tubulares, pérdida del borde en cepillo, pérdida de nucleos
tubulares, dilatacién tubular y aparicion de restos celulares y depdsitos de material hialino en el
lumen tubular) que los rifiones O procedentes de ratones sin tratar con CT-1. Tras la
cuantificacion del dafo en la corteza renal, se observa que el tratamiento con CT-1 disminuye

dicho dafio en los rifiones O (figura 46B).
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Figura 46. Analisis del dafio tubular tras 3 dias de obstruccién. A. Imagenes representativas de cortes
histoldgicos tefiidos con hematoxilina-eosina de la corteza de rifiones O de ratones CT-1*/* tratados con
CT-1 100 pg/kg y 400 ug/kg. B. indice de dafio histolégico en rifiones NO y O de ratones CT-1** tratados
con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg; los datos representan la media en UA t error estandar de la media. CT-
1**NO (n=6), CT-1** O (n=6), CT-1 100 ug/kg O (n=5), CT-1 400 pg/kg O (n=6). Test estadistico: ANOVA de
una via. ** p<0,01 con respecto a CT-1**. Magnificacidn original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, NO: no
obstruidos, O: obstruidos, UA: unidades arbitrarias.

> Apoptosis celular

Analizamos la apoptosis en los rifiones O de los ratones tratados con CT-1 mediante la
expresion de caspasa-3 activada y la fragmentacion de ADN evaluada con el ensayo enzimatico
TUNEL. La administracién de CT-1 a ambas dosis disminuye la expresion de caspasa-3 activada,
analizada mediante western blot (figura 47A) y mediante inmunohistoquimica (figura 47B),
ddnde se puede observar un menor nimero de células tefiidas en los rifiones O de los ratones

tratados con CT-1 que en los O de los ratones control.
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Figura 47. Andlisis de la expresion de caspasa-3 activada tras 3 dias de obstruccién. Imagen
representativa del andlisis por western blot de la expresion de caspasa-3 activada enrifiones O de ratones
CT-1** tratados con CT-1 100 ug/kg y 400 pg/kg; se utilizé GAPDH como control de carga. B. Imagenes
representativas de tincion inmunohistoquimica con caspasa-3 activada de la corteza de rifiones O de
ratones CT-1** tratados con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg. La grafica representa la cuantificaciéon por
densitometria dptica de los western blots; los datos son las medias * error estandar de la media. CT-1**
(n=6); CT-1 100 pg/kg (n=5); CT-1 400 ug/kg (n=6). Test estadistico: ANOVA de una via. ** p<0,01 con
respecto a CT-1**, Magnificacién original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, O: obstruidos.

Ademas, el tratamiento con CT-1 disminuye el numero de células positivas por TUNEL
tanto en la corteza como en el area corticomedular de los rifiones O (figura 48). Por tanto, estos
resultados indican que la administracion de CT-1 disminuye el grado de apoptosis celular

inducida tras 3 dias de OUU en animales CT-1*/*.
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Figura 48. Analisis de la fragmentacion de ADN tras 3 dias de obstruccion. Imagenes representativas de
la tincién con TUNEL en la corteza y drea corticomedular de rifiones obstruidos de ratones CT-1*/* tratados
con CT-1 100 pg/kg y 400 ug/kg. CT-1** (n=6); CT-1 100 ug/kg (n=5); CT-1 400 pg/kg (n=6). Magnificacion
original: 400X; barra= 10 pm. CT-1: cardiotrofina-1.

» Cantidad de miofibroblastos

Valoramos la cantidad de miofibroblastos en rifiones O de ratones tratados con CT-1
mediante la expresiéon de los marcadores a-SMA y vimentina y la proliferaciéon celular la

evaluamos analizando la expresion del antigeno de proliferacién celular (PCNA).

Mediante el analisis por western blot observamos que la administracién de CT-1
disminuye la expresién de a-SMA y PCNA en los rifiones O. La inmunohistoquimica muestra que
los rifiones O de los ratones tratados con CT-1 presentan una menor expresion de a-SMA vy

vimentina en el intersticio renal que los rifiones O controles (figura 49).

Estos datos sugieren que la administracion de CT-1 reduce la cantidad de

miofibroblastos producidos tras la OUU.
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Figura 49. Andlisis de la expresiéon de a-SMA, PCNA y vimentinta tras 3 dias de obstruccion. A. Imagenes
representativas del analisis por western blot de la expresidon a-SMA y PCNA en rifiones O de ratones CT-
1** tratados con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg; se utilizd GAPDH como control de carga. B. Imagenes
representativas de tincion inmunohistoquimica con a-SMA (B) y vimentina (C) de la corteza de rifiones O
de ratones CT-1** tratados con CT-1 100 ug/kg y 400 pg/kg. La grafica representa la cuantificacion por
densitometria dptica de los western blots; los datos son las medias * error estandar de la media. CT-1**
(n=6); CT-1 100 pg/kg (n=5); CT-1 400 ug/kg (n=6). Test estadistico: ANOVA de una via. *p<0,05, ** p<0,01
con respecto a CT-1**. Magnificacién original: 400X. a-SMA: actina de musculo liso vascular, CT-1:
cardiotrofina-1, O: obstruidos, PCNA: antigeno de proliferacién nuclear.
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» Respuesta inflamatoria

La administracion de CT-1 reduce la expresion de ARNm de Cd68 y de IL-1B evaluada
mediante gPCR (figura 50). Mediante western blot observamos que la administracién de CT-1

disminuye la expresion de VCAM-1, ICAM-1y de COX-2 (figura 51).

Por otra parte, los rifiones O de ratones tratados con CT-1 presentan una menor

cantidad de p-p65 y de I1kB-a que los rifiones O de ratones no tratados (figura 51).

El analisis de la expresion de iNOS se llevé a cabo mediante inmunohistoquimica. Como
se observa en la figura 52, los riflones O de los ratones tratados con CT-1 presentan un menor
numero de células tefidas, y por tanto una menor expresion de iNOS en la corteza renal que los

rifiones O de los ratones no tratados.
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Figura 50. Analisis de la expresién de ARNm de Cd68 e IL-1f tras 3 dias de obstruccion. Andlisis mediante
gPCR de la expresién de los niveles de ARNm de Cd68 y IL-1B en rifiones obstruidos de ratones CT-1*/*
tratados con CT-1 100 ug/kg y 400 pg/kg. Se utilizd rps13 como control interno de carga; los datos
representan la media + error estandar de la media. CT-1** (n=6); CT-1 100 pg/kg (n=5); CT-1 400 pg/kg
(n=6). Test estadistico: ANOVA de una via. *p<0,05, **p<0,01 con respecto a CT-1*/*. CT-1: cardiotrofina-
1, IL-1B: interleuquina-1p.
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Figura 51. Andlisis de la expresion de moléculas de adhesion, COX-2 y activacion de NF-xB tras 3 dias de
obstruccion. Imagenes representativas del analisis por western blot de la expresién de VCAM-1 (A), ICAM-
1, COX-2 (B), p-p65 e |xB-a (C) en rifiones obstruidos de ratones CT-1*/* tratados con CT-1 100 ug/kg y 400
pg/kg. Se utilizd GAPDH como control de carga. Las graficas representan la cuantificacion por
densitometria dptica de los western blots; los datos son las medias * error estandar de la media. CT-1*/*
(n=6); CT-1 100 pg/kg (n=5); CT-1 400 ug/kg (n=6). Test estadistico: ANOVA de una via. ¥*p<0,05, ** p<0,01
con respecto a CT-1*/*. CT-1: cardiotrofina-1, COX-2: cicloxigenasa-2.
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Figra 52. Analisis de la expresion de iNOS tras 3 dias de obstruccién. Imdgenes representativas de tincién
inmunohistoquimica con iNOS de la corteza de rifiones obstruidos de ratones CT-1** tratados con CT-1
100 pg/kg y 400 pg/kg. CT-1*/* (n=6); CT-1 100 pg/kg (n=5); CT-1 400 pg/kg (n=6). Magnificacién original
400X. CT-1: cardiotrofina-1, iNOS: éxido nitrico sintasa inducible.

En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento con CT-1 protege frente al daino
tubular y apoptosis, asi como frente a la respuesta inflamatoria y al aumento de miofibroblastos
que se observa tras 3 dias de OUU. Este efecto protector inducido por la administracién de CT-
1 en el dano tubulointersticial temprano podria ser el responsable de que en las fases tardias
también se observe una disminucion del grado de fibrosis tubulointersticial, tal y como hemos

indicado anteriormente.
3.2. Efecto de la administracion de CT-1 en ratones CT-17/

Debido a que observamos que los animales CT-17- presentaban un mayor grado de dafio
renal tras la OUU tanto en los procesos tempranos como tardios, evaluamos si la

suplementacion de los niveles de CT-1 revertia en parte estos procesos.
3.2.1. Efecto de la administracién de CT-1 en la fibrosis tubulointersticial

La administracién con CT-1 disminuye la deposicién de colageno intersticial en animales

CT-17 de acuerdo con lo observado en tinciones con tricrémico de Masson y Rojo Sirio.

La cuantificacién del area renal ocupada por la tincion de Rojo Sirio muestra que los
rifiones O de los ratones CT-17" tratados con CT-1 presentan una menor fibrosis que sus

respectivos controles CT-17" sin tratar (figura 53C).
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Figura 53. Analisis del grado de fibrosis tubulointersticial tras 15 dias de obstruccién. A. Imagenes
representativas de tincién con Rojo Sirio en rifiones O de ratones CT-17 tratados con CT-1 100 pg/kg y
400 pg/kg. B. Imagenes representativas de tincidn con tricromico de Masson en rifiones O de ratones CT-
17 tratados con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg. C. Cuantificacion del drea de fibrosis tubulointersticial
evaluada con la tincién de Rojo Sirio. Los datos representan la media * error esténdar de la media. CT-17
(n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400 pg/kg (n=5). Test estadistico: ANOVA de una via. ** p<0,01 con
respecto a CT-17". Magnificacion original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, O: obstruidos, UA: unidades
arbitrarias.

Ademas, la administracion de CT-1 reduce la expresion de ARNm de colageno | y
fibronectina (figura 54A). Asi mismo, mediante western blot observamos que los rifiones O de
ratones CT-17- tratados con CT-1 presentan una menor expresidn de coldgeno |, CTGF y

fibronectina que los controles no tratados (figura 54B).
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Figura 54. Analisis de la expresidn de colageno |, fibronectina y CTGF tras 15 dias de obstruccion. A.
qPCR de la expresién de los niveles de ARNm de fibronectina y coldgeno | en rifiones O de ratones CT-17-
tratados con CT-1 100 ug/kg y 400 ug/kg. Se utilizd rps13 como control interno de carga. Los datos son la
media + EEM. B. Imagenes representativas del analisis por western blot de la expresién de colageno |,
fibronectina y CTGF en rifiones O de ratones CT-17- tratados con CT-1 100 ug/kg y 400 pg/kg. Se utilizd
GAPDH como control de carga. Las graficas representan la cuantificacién por densitometria dptica de los
western blots; los datos son las medias + EEM. CT-17 (n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400 pg/kg (n=5).

Test estadistico: ANOVA de una via. *p<0,05, ** p<0,01 con respecto a CT-17. EEM: error estandar de la
media, CT-1: cardiotrofina-1, O: obstruidos.
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Figura 55. Anadlisis de la expresion de a-SMA y PCNA tras 15 dias de obstruccidon. A. Imagenes
representativas del andlisis por western blot de la expresion de a-SMA y PCNA en rifiones O de ratones
CT-17 tratados con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg. Se utilizé GAPDH como control de carga. B. Imagenes
representativas de inmunofluorescencia de a-SMA en rifiones O de ratones CT-17- tratados con CT-1 100
ug/kg y 400 ug/kg. Las gréficas representan la cuantificacion por densitometria dptica de los western
blots; los datos son las medias * error estadndar de la media. CT-17" (n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400
pg/kg (n=5).Test estadistico: ANOVA de una via. *p<0,05, ** p<0,01 con respecto a CT-17. Magnificacién
original: 400X; barra= 20 um. a-SMA: actina de musculo liso vascular, CT-1: cardiotrofina-1, O: obstruidos,
PCNA: antigeno de proliferacion nuclear.

La administracion de CT-1 disminuye la expresion de a-SMA y PCNA en los animales CT-
17" (figura 55A). La inmunofluorescencia de a-SMA muestra que los rifiones O de los ratones
tratados con CT-1 presentan una menor expresion de a-SMA en el intersticio renal que los

rifiones O de los ratones no tratados (figura 55B).

Ademas, la inmunohistoquimica de vimentina muestra que los rifiones O procedentes
de ratones CT-17" tratados con CT-1 tienen una menor expresién de vimentina en el intersticio

renal que los ratones no tratados (figura 56). Por lo tanto, el aumento del nimero de
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miofibroblastos en los rifiones O de ratones CT-17- es mayor en los ratones no tratados que en

los tratados con CT-1.

Estos resultados indican que la administracién de CT-1 en animales CT-17" disminuye el

elevado grado de fibrosis tubulointersticial inducido tras la OUU.

Figura 56. Analisis de la expresion de vimentina tras 15 dias de obstruccién. Imagenes representativas
de tincién inmunohistoquimica con vimentina de la corteza de rifiones obstruidos de ratones CT-17-
tratados con CT-1 100 ug/kg y 400 ug/kg. CT-17- (n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400 pg/kg (n=5).
Magpnificacién original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1.

3.2.2. Efecto de la administracion de CT-1 en las fases tempranas del dafo tubulointersticial

> Anailisis del dafio histolégico

Tal y como se observa en la tincion con HE de la figura 57, el tratamiento con CT-1
disminuye la cantidad y severidad de las alteraciones histoldgicas de la corteza renal que
aparecen en los riflones O. La cuantificacidn del dafio tubular muestra que la administracion de

CT-1 disminuye el dafio histolégico originado tras la OUU (figura 57B).
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Figura 57. Analisis del dafio tubular tras 3 dias de obstruccidn. A. Imagenes representativas de cortes
histoldgicos tefiidos con hematoxilina-eosina de la corteza de rifiones O de ratones CT-17- tratados con
CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg. B. indice del dafio histolégico en rifiones NO y O de ratones CT-17" tratados
con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg. Los datos representan la media + error estandar de la media. CT-17"NO
(n=6), CT-17" O (n=6), CT-1 100 pg/kg O (n=5), CT-1 400 pg/kg O (n=6). Test estadistico: ANOVA de una
via. ** p<0,01 con respecto a CT-17. Magnificacién original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, NO: no
obstruidos, O: obstruidos, UA: unidades arbitrarias.

> Apoptosis celular

Los rifiones O de los ratones CT-17" tratados con CT-1 expresan una menor cantidad de
caspasa-3 activada que los no tratados con CT-1 (figura 58A). Asi mismo, por
inmunohistoquimica se puede observar que la corteza de los rifiones O de ratones CT-17
tratados con CT-1 muestran un menor nimero de células tefiidas con caspasa-3 activada que

sus respectivos controles (figura 58B).
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Figura 58. Andlisis de la expresion de caspasa-3 activada tras 3 dias de obstruccion. A. Imagen
representativa del andlisis por western blot de la expresion de caspasa-3 activada enrifiones O de ratones
CT-17" tratados con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg; se utilizé GAPDH como control de carga. B. Imagenes
representativas de tincion inmunohistoquimica con caspasa-3 activada de la corteza de rifiones O de
ratones CT-17" tratados con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg. La grafica representa la cuantificaciéon por
densitometria dptica de los western blots; los datos son las medias * error estandar de la media. CT-1**
(n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400 pg/kg (n=6). Test estadistico: ANOVA de una via. * p<0,05 con
respecto a CT-17". Magnificacion original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, O: obstruidos.

El andlisis mediante TUNEL corrobora los datos de caspasa-3 activada, ya que se observa
que los rifiones O de ratones CT-17 tratados con CT-1 presentan un menor nimero de células
TUNEL positivas en la corteza y en el area corticomedular que los rifiones O de ratones sin tratar

(figura 59).

Estos datos indican que la administracion de CT-1 en animales CT-17" protege frente a la

apoptosis inducida tras 3 dias de OUU.
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Figura 59. Analisis de la fragmentacion de ADN tras 3 dias de obstruccion. Imagenes representativas de
la tincién con TUNEL en la corteza y érea corticomedular de rifiones obstruidos de ratones CT-17" tratados
con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg. CT-17- (n=6); CT-1 100 pg/kg (n=5); CT-1 400 ug/kg (n=6). Magnificacién
original: 400X; barra= 10 pm. CT-1: cardiotrofina-1.

» Cantidad de miofibroblastos

Mediante western blot observamos que la administracion de 400 ug/kg de CT-1
disminuye la expresién de a-SMA en los rifiones O de ratones CT-17". La inmunohistoquimica
indica que los rifiones O de ratones CT-17 tratados con CT-1 a ambas dosis muestran una menor
expresion de a-SMA y vimentina en el intersticio renal que los rifiones O de ratones sin tratar

(figura 60).

Por ello, la CT-1 también parece disminuir la cantidad de miofibroblastos en ratones CT-

17 tras 3 dias de OUU.
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Figura 60. Andlisis de la expresion de a-SMA y vimentina tras 3 dias de obstruccidon. A. Imagen
representativa del anlisis por western blot de la expresién de a-SMA en rifiones O de ratones CT-17
tratados con CT-1 400 pg/kg; se utilizé GAPDH como control de carga. B. Imagenes representativas de
tincién inmunohistoquimica con a-SMA (B) y vimentina (C) de la corteza de rifiones O de ratones CT-17-
tratados con CT-1 100 pg/kg y 400 pg/kg. La grafica representa la cuantificacion por densitometria dptica
de los western blots; los datos son las medias # error estandar de la media. CT-1*/* (n=6), CT-1 100 ug/kg
(n=5), CT-1 400 pg/kg (n=6). Test estadistico: T de Student. * p<0,05 con respecto a CT-17". Magnificacion
original: 400X. a-SMA: actina de musculo liso vascular, CT-1: cardiotrofina-1, O: obstruidos, NO: no
obstruidos.
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» Respuesta inflamatoria

La administracion de CT-1 reduce la expresion de marcadores de inflamacion que se

encontraban excesivamente elevados en ausencia de CT-1.

Mediante qPCR hemos observado que la CT-1 reduce la expresion de ARNm de Cd68 e

IL-1B en los rifiones O de ratones CT-17" (figura 61).
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Figura 61. Analisis de la expresion de marcadores de inflamacion tras 3 dias de obstrucciéon. gPCR de la
expresién de ARNm de Cd68 e IL-1B en rifiones obstruidos de ratones CT-17 tratados con CT-1 100 ug/kg
y 400 pg/kg. Se utilizé rps13 como control interno de carga; los datos representan la media + error
estandar de la media. CT-1*/* (n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400 pg/kg (n=6). Test estadistico: ANOVA
de una via. *p<0,05 con respecto a CT-17". CT-1: cardiotrofina-1, IL-1B: interleuquina-1p.

Ademas, la administracién de CT-1 en animales CT-17 disminuye la expresién de VCAM-
1, IkB-ay COX-2 en los rifiones O tras 3 dias de OUU (figura 62). La inmunohistoquimica de iNOS
muestra que los rifiones O de ratones CT-17" no tratados presentan una mayor tincién en los
tubulos de la corteza renal que los rifiones O tratados con CT-1 (figura 63), por lo que la

administracién de CT-1 parece reducir la expresidon de iNOS en estos animales.
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Figura 62. Analisis de la expresion de VCAM-1, IkB-a y COX-2 tras 3 dias de obstruccién. Imagenes
representativas del andlisis por western blot de la expresidon de VCAM-1 (A), IkB-a y COX-2 (B) en rifiones
obstruidos de ratones CT-17" tratados con CT-1 100 ug/kg y 400 pg/kg. Se utilizé GAPDH como control de
carga. Las graficas representan la cuantificacion por densitometria dptica de los western blots; los datos
son las medias * error estandar de la media. CT-1*/* (n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400 ug/kg (n=6).
Test estadistico: ANOVA de una via. *p<0,05, ** p<0,01 con respecto a CT-17". CT-1: cardiotrofina-1, COX-
2: cicloxigenasa-2.
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CT-1 100 pg/kg

Figura 63. Analisis de la expresion de iNOS tras 3 dias de OUU. Imagenes representativas de tincién
inmunohistoquimica con iNOS de la corteza de rifiones obstruidos de ratones CT-17"tratados con CT-1 100
ug/kg y 400 pg/kg. CT-1*/* (n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400 ug/kg (n=6). Magnificacién original: 400X.
CT-1: cardiotrofina-1, iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible.

Resumiendo, todos estos datos muestran que la administracion de CT-1 disminuye el
dafio tubular, apoptosis, respuesta inflamatoria y acumulacion de miofibroblastos que se
aprecia tras 3 dias de OUU en ratones CT-17; este efecto generado en las fases tempranas de la
enfermedad puede ser responsable del descenso en la fibrosis tubulointersticial originada en las
fases tardias que se observa tras el tratamiento con CT-1 en ratones que no expresan esta
proteina. Ademas, estos datos parecen sugerir que el mayor grado de fibrosis tubulointersticial
observado en los ratones CT-17 frente a los ratones CT-1** tras el proceso de OUU, se debe a la
ausencia de CT-1y no a otro factor desconocido que hubiera podido surgir tras la generacién de

dichos ratones knock-out de CT-1.
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4. Papel de la CT-1 en miofibroblastos de cultivo primario

Como hemos indicado anteriormente, los miofibroblastos renales juegan un papel
fundamental en el desarrollo de la fibrosis tubulointersticial, siendo la principal fuente de
proteinas de MEC. Debido a nuestros resultados in vivo que muestran que tanto la CT-1
endogena como su administracién exdgena regulan distintos mecanismos que participan en el
desarrollo de la enfermedad, evaluamos in vitro el papel de la CT-1 enddgena y exdgena en
algunos de los procesos implicados en el desarrollo de la fibrosis renal como son la sintesis de
proteinas de MEC, proliferacion y migracién celular renal (Fuentes-Calvo et al, 2012; Munoz-
Felix et al, 2014b). Para ello, utilizamos cultivos primarios de miofibroblastos procedentes de

ratones macho CT-1**y CT-17 tal y como se describe en la seccién de métodos 8.1.

4.1. Expresion de CT-1, GP130y LIFR

Comprobamos mediante inmunofluorescencia y western blot que los miofibroblastos
renales procedentes de ratones CT-1*/* expresan CT-1 mientras que los procedentes de ratones
CT-17 no la expresan (figura 64). Como se observa en la figura 64A, CT-1 se expresa en el

citoplasma celular.

Asi mismo, tanto LIFR como GP130 se expresan en miofibroblastos renales procedentes
de ratones CT-1**y de ratones CT-17". LIFR se localiza en la zona perinuclear y citoplasmatica,
mientras que GP130 tiene una mayor expresion citoplasmatica. No existen diferencias en la

localizacion de GP130y LIFR entre las células CT-1**y CT-17" (figura 64C).
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Figura 64. Analisis de la expresion de CT-1, GP130 y LIFR en miofibroblastos renales CT-1+/*y CT-17". A.
Inmunofluorescencia de CT-1. Magnificacidn original: 200X; barra= 20 um. B. Expresion de CT-1 analizada
por western blot; utilizamos GAPDH como control de carga. C. Inmunofluorescencia de GP130 y LIFR.
Magnificacién original: 630X; barra= 10 um. CT-1: cardiotrofina-1, GP130: glicoproteina 130, LIFR:
receptor de LIF.
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4.2. \Vias de seiializacidn activadas por CT-1

Estimulamos las células CT-1**y CT-17"con CT-1 40 ng/mL durante 30 minutos (tras 24
horas en medio con 0,5% SBF). Elegimos este tiempo y concentracion basandonos en
experimentos previos en los que estimulamos las células con CT-1 a dosis de 10, 40 y 100 ng/mL
durante 30 minutos (evaluando la fosforilacion de STAT3); a dosis de 40 0 100 ng/mL se producia

una fosforilacidn similar y mayor que a dosis de 10 ng/mL (resultados no mostrados).
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Figura 65. Analisis de la activacion de vias de seiializacion intracelular. Imagenes representativas de
western blots de la expresion de p-AKT, AKT, p-STAT3, STAT3, p-ERK1/2, ERK1/2 y p-p65 en
miofibroblastos renales CT-1** (A) y CT-17" (B) tras 30 minutos de estimulacién con CT-1 40 ng/mL. Se
utilizé GAPDH como control de carga. Las graficas representan la cuantificacién por densitometria dptica
de los western blots; los datos son las medias * error estandar de la media. Analisis estadistico: T de
Student. *p<0,05, **p<0,01 con respecto a 0,5% SBF. CT-1: cardiotrofina-1, SBF: suero bovino fetal.
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Esta estimulacion con CT-1 40 ng/mL durante 30 minutos en miofibroblastos renales

activa la via de JAK/STAT3 a través del aumento en la fosforilacion de STAT3; sin embargo ni en
las células CT-1** ni en las células CT-17" vemos que CT-1 active las otras vias de sefializacidn
estudiadas (MAPK/ERK1/2, PI3K/AKT y NF-xB) (figura 65), por lo que parece que en este tipo

celular, la CT-1 ejerce sus funciones a través de JAK/STAT3.
4.3. Papel de la CT-1 en la sintesis de proteinas de MEC

Estimulamos los miofibroblastos renales CT-1** con la citoquina profibrética TGF-B1 1
ng/mL durante 24 horas (tras 24 horas de deplecién de SBF). TGF-B1 produce un aumento en la

expresion de CT-1 (figura 66).
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Figura 66. Andlisis de la expresion de CT-1. Imagen representativa del andlisis por western blot de la
expresién de CT-1 tras 24 horas de estimulacién con TGF-B1 1 ng/mL en miofibroblastos renales CT-1*/*,
Se utilizd6 GAPDH como control de carga. Las graficas representan la cuantificacién por densitometria
Optica de los western blots; los datos son las medias + error estandar de la media. Andlisis estadistico: T
de Student. *p<0,05 con respecto a 0,5% SBF. CT-1: cardiotrofina-1, TGF-B1: factor de crecimiento
transformante beta-1, SBF: suero bovino fetal.

Evaluamos el efecto de la CT-1 enddgena en la expresion de proteinas de MEC
estimulando tanto los miofibroblastos renales CT-1** como los CT-17" con TGF-B1 1 ng/mL
durante 24 horas (tras 24 horas de deplecién de SBF). TGF-B1 induce un aumento en la expresion
de coldgeno | y fibronectina en miofibroblastos renales CT-1** y CT-17. Las células CT-17"
expresan una mayor cantidad de coldgeno | y fibronectina que las células CT-1** tanto en
condiciones basales como tras la estimulacion con TGF-B1 (figura 67A). Por lo tanto, la ausencia

de CT-1 promueve una mayor expresion de proteinas de MEC en miofibroblastos renales.
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Figura 67. Analisis de la expresion de proteinas de MEC y de la activacién de NF-kB. Imagenes
representativas del andlisis por western blot de la expresién de colageno | y fibronectina tras 24 horas de

estimulacion con TGF-B1 1 ng/mL (A) y de p-p65 e IkB-a tras 30 minutos de estimulacion con TGF-f1 1
ng/mL (B) en miofibroblastos renales CT-1*/*y CT-17". Se utiliz6 GAPDH como control de carga. Las graficas
representan la cuantificacion por densitometria éptica de los western blots; los datos son las medias +
error estandar de la media. Analisis estadistico: ANOVA de una via. *p<0,05, **p<0,01 con respecto a los
grupos indicados por las lineas. CT-1: cardiotrofina-1, MEC: matriz extracelular, SBF: suero bovino fetal,
TGF-B1: factor de crecimiento transformante beta-1.
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Hemos observado mediante western blot que las células CT-17" expresan una mayor

cantidad de p-p65 y de lIkB-a tanto en condiciones basales como tras la estimulacién con TGF-
B1 (1 ng/mL) durante 30 minutos que las células CT-1*/* (figura 67B), lo que sugiere que la
activacion de NF-kB puede contribuir al aumento de proteinas de MEC observado en ausencia

de CT-1.
4.4. Papel de la CT-1 en la migracion celular

Evaluamos el papel de la CT-1 enddgena en la migracién celular mediante el ensayo

denominado scratch o cierre de herida.

En la figura 68 se muestran fotografias representativas de células CT-1**y CT-17" tras O,
6, 12 y 24 horas de realizar la herida. Se observa que tanto a las 6, 12 y 24 horas el nimero de
células que migran dentro de la herida es mayor en las células CT-17" que en las CT-1*/* (figura

69A).

Seguidamente analizamos el efecto de la estimulacion con CT-1 40 ng/mL en la
migracién celular en miofibroblastos renales CT-1** y CT-17. Para ello, tras 24 horas de
deplecion de SBF, realizamos la herida y estimulamos las células con CT-1 40 ng/mL. Como se
muestra en la figura 69B-C, no observamos diferencias en migracion entre las células
estimuladas con CT-1 o sin estimular, tanto en miofibroblastos CT-1*/* como en CT-17. Estos
datos sugieren que las células CT-17- migran mas que las células CT-1*/*, pero la estimulacién con
CT-1 a la dosis y tiempo utilizados no afectan la migracidn celular de miofibroblastos renales en

cultivo.
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Figura 68. Migraciéon de miofibroblastos renales CT-1**y CT-17- en el ensayo de cierre de herida.
Imagenes representativas tras 0, 6, 12 y 24 horas de la herida en la monocapa de células. Magnificacién
original: 50X. CT-1: cardiotrofina-1.
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Figura 69. Cuantificacion de la migracion celular en el ensayo de cierre de herida. Porcentaje del nimero
de células que migran dentro de la herida: A. representa la cuantificacién de las células CT-1** y CT-175;
B. representa la cuantificacién de las células CT-1** estimuladas con CT-1; C. representa la cuantificacién
de las células CT-17 estimuladas con CT-1. Los datos representan la media * error estandar de la media
de 3 experimentos. Test estadisico: T de Student. **p<0,01 con respecto a los grupos indicados por las
lineas. CT-1: cardiotrofina-1, SBF: suero bovino fetal.

4.5. Papel de la CT-1 en la proliferacidon celular

Como se observa en la figura 70, los miofibroblastos renales CT-17- muestran una mayor

viabilidad celular a las 24 y 48 horas tras la depleccién que las células CT-1*/*.

Todos estos resultados in vitro indican que los miofibroblastos renales expresan CT-1 asi
como sus receptores LIFR y GP130, sin haber diferencias en su localizacidn entre las células CT-
1** y CT-17. JAK/STAT3 es la principal via de sefializacién intracelular activada por la
estimulacién exdgena de CT-1 en este tipo de células. Ademas, las células CT-17 expresan una
mayor cantidad de proteinas de MEC tanto en condiciones basales como tras estimulacidén con
TGF-B1, migran mas y presentan una mayor viabilidad celular que los miofibroblastos renales
CT-1**, posiblmente debido a la mayor activacién de NF-kB observada en los miofibroblastos
CT-17; estos datos podrian justificar, al menos en parte, los resultados obtenidos in vivo en los
que observamos que los ratones CT-17" muestran un mayor grado de fibrosis tubulointersticial

tras la OUU que los ratones CT-1*/*.
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Figura 70. Analisis de la proliferacion celular. Porcentaje del nimero de células viables en miofibroblastos
renales CT-1** y CT-17 evaluado mediante ensayo de MTT a las 24 y 48 horas tras la deplecién. Los datos
representan la media t error estandar de la media de 3 experimentos. Test estadisico: T de Student.
**p<0,01 con respecto a los grupos indicados por la linea. CT-1: cardiotrofina-1.

5. Papel de la CT-1 en células epiteliales tubulares

En este tipo celular analizamos la expresion de CT-1 y sus receptores (LIFR y GP130), asi
como las vias de sefalizacidn activadas tras la estimulacion con CT-1. También evaluamos el

papel de la CT-1 en la hipertrofia y proliferacion celular.

Para ello, realizamos cultivos primarios de células epiteliales tubulares procedentes de

ratones macho CT-1**y CT-17 tal y como se describe en la seccién de métodos 8.2.

5.1. Expresion de CT-1, GP130y LIFR

Observamos mediante inmunofluorescencia (figura 71A) y western blot (figura 71B) que

las células tubulares CT-1** expresan CT-1 en el citoplasma mientras que las CT-17" no la

expresan.

También detectamos mediante inmunofluorescencia la expresién perinuclear vy
citoplasmatica de LIFR y GP130 tanto en células CT-1*/* como en células CT-17", sin diferencias

en funcién de la presencia o ausencia de CT-1 (figura 71C).
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Figura 71. Analisis de la expresion de CT-1, GP130 y LIFR en células epiteliales tubulares renales CT-1*/*
y CT-17". A. Inmunofluorescencia de CT-1. B. Expresién de CT-1 analizada por western blot; utilizamos
GAPDH como control de carga. C. Inmunofluorescencia de GP130 y LIFR. Magnificacién original: 630X;
barra= 10 um. CT-1: cardiotrofina-1, GP130: glicoproteina 130, LIFR: receptor de LIF.
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5.2. Vias de sefializacion activadas por CT-1

Estimulamos las células epiteliales tubulares procedentes de ratones CT-1** y CT-17" con

CT-1 40 ng/mL durante 30 minutos tras 24 horas de deplecién de SBF.
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Figura 72. Analisis de la activacion de vias de sefializacion intracelular. Imagenes representativas de
western blots de p-AKT, AKT, p-STAT3, STAT3, p-ERK1/2, ERK1/2 y p-p65 en células epiteliales tubulares
CT-1*/* (A) y CT-17- (B) tras 30 minutos de estimulacién con CT-1 40 ng/mL. Se utilizé GAPDH como control
de carga. Las graficas representan la cuantificacién por densitometria éptica de los western blots; los
datos son las medias * error estandar de la media. Andlisis estadistico: T de Student. *p<0,05 con respecto
a 0,5% SBF. CT-1: cardiotrofina-1, SBF: suero bovino fetal.
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Como se observa en la figura 72, la estimulacién con CT-1 activa las vias de JAK/STAT3
(evaluada por el aumento en la fosforilacion de STAT3) y PI3K/AKT (evaluada por el aumento en

la fosforilacién de AKT). Sin embargo, CT-1 no estimula las vias de MAPK/ERK1/2 o NF-xB.

Por ello, en células epiteliales tubulares, CT-1 ejerce su accion a través de la activacién
de JAK/STAT3 y PI3K/AKT fundamentalmente, vias directamente relacionadas con la hipertrofia

celular y proteccién de la apoptosis respectivamente.
5.3. Papel de la CT-1 en la hipertrofia celular

Evaluamos la hipertrofia celular mediante tincién con faloidina. La cuantificacién del
area celular, asi como una imagen representativa de cada grupo de estudio se muestran en la
Figura 73. Las células CT-1** presentan un mayor tamafio celular que las CT-17-; ademas, la
estimulacion con CT-1 40 ng/mL durante 48 horas induce un aumento del tamafio celular tanto

en las células CT-1** como en las células CT-17".

También evaluamos la hipertrofia celular mediante el analisis del cociente
proteinas/ADN. Como se observa en la figura 74, la estimulacién con CT-1 40 ng/mL produce un
aumento estadisticamente significativo del cociente proteinas/ADN en las células CT-1**; la
estimulacién con CT-1 también aumenta el cociente proteinas/ADN en células CT-17, aunque
no es estadisticamente significativo (p=0,08). Todos estos datos sugieren que tanto la CT-1
endogena como la administrada exdgenamente parecen estar implicadas en la regulacién del

tamafio celular.
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Figura 73. Andlisis de la hipertrofia celular mediante inmunofluorescencia con faloidina. A.
Microfotografias representativas de la inmunofluorescencia de faloidina en células epiteliales tubulares
CT-1**y CT-17"en condiciones basales (medio con 0,5% SBF) y tras 48 horas de estimulacién con CT-1 40
ng/mL. B. Cuantificacidn del area celular mediante el software Fiji. Los datos representan la media t error
estandar de la media de 3 experimentos. Test estadistico: ANOVA de una via. *p<0,05, **p<0,01 con

respecto al grupo indicado por la linea. Magnificacidon original: 50X CT-1: cardiotrofina-1, SBF: suero
bovino fetal.
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Figura 74. Analisis de la hipertrofia celular mediante el cociente proteina/ADN en células epiteliales
tubulares CT-1** (A) y CT-17" (B) en condiciones basales (mantenidas en medio con 0,5% de SBF) y tras 48
horas de estimulacién con CT-1 40 ng/mL. Los datos representan la media t error estandar de la media

de 3 experimentos. Test estadistico: T de Student. *p<0,05 con respecto a 0,5% SBF. CT-1: cardiotrofina-
1, SBF: suero bovino fetal.

Debido a que previamente observamos que JAK/STAT3 se activa significativamente tras
la estimulacién con CT-1 en este tipo celular, y a que en cardiomiocitos la CT-1 ejerce su papel
hipertréfico fundamentalmente a través de la activacidon de dicha via (Railson et al, 2002; Tian

et al, 2004), analizamos si efectivamente la CT-1 ejerce su efecto hipertréfico a través de la

fosforilacién de STAT3.

Para ello, estimulamos las células epiteliales tubulares CT-1*/* con S$31-201 50 uM
(inhibidor de la fosforilacién de STAT3), y con CT-1 40 ng/mL tras 24 horas de deplecion de SBF,
siguiendo el procedimiento explicado en la seccidon de métodos 8.8. Elegimos esta concentracidon
de S31-201 basandonos en estudios previos (Matsui et al, 2013). Asi mismo, estimulamos con
S31-201 50 uM durante 2 horas junto a CT-1 40 ng/mL durante 30 minutos y comprobamos

mediante western blot que S31-201 inhibe efectivamente la fosforilacion de STAT3 (figura 75).
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Figura 75. Analisis de la expresidn de p-STAT3. Imagenes representativas del analisis por western blot de
la expresion de p-STAT3 en células epiteliales tubulares CT-1*/* en condiciones basales (medio con 0,5%
SBF), tras estimulaciéon con S31-201 50 uM (2 horas) y CT-1 40 ng/mL (30 minutos). Se utilizé GAPDH como
control de carga. Las graficas representan la cuantificacion por densitometria éptica de los western blots;
los datos son las medias * error estandar de la media. Andlisis estadistico: ANOVA de una via. *p<0,05 con
respecto a los grupos indicados por la linea. CT-1: cardiotrofina-1, SBF: suero bovino fetal.

Ademds, no se observa un aumento en el tamafo celular (valorado por
inmunofluorescencia con faloidina) tras la estimulaciéon con S31-201 50 uM + CT-1 40 ng/mL
(figura 76), por lo que podemos sugerir que, al menos en parte, la CT-1 ejerce su accién

hipertrdfica en las células epiteliales tubulares mediante la fosforilacién de STAT3.
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Figura 76. Anadlisis de la hipertrofia celular mediante inmunofluorescencia con faloidina. A.
Microfotografias representativas de la inmunofluorescencia de faloidina en células epiteliales tubulares
CT-1**en condiciones basales (medio con 0,5% SBF) tras estimulacién con S$31-201 50 uM (2 horas) y CT-
1 40 ng/mL durante 48 horas. B. Cuantificacion del area celular mediante el software Fiji. Los datos
representan la media + error estandar de la media de 3 experimentos. Test estadistico: ANOVA de una
via. *p<0,05 **p<0,01 con respecto a los grupos indicados por las lineas. Magnificacién original: 100X. CT-
1: cardiotrofina, SBF: suero bovino fetal.

5.4. Papel de la CT-1 en la proliferacion celular

Evaluamos la proliferacién celular en células epiteliales tubulares CT-17" y sus
respectivos controles CT-1*/* en condiciones basales (mantenidas en medio con 0,5% SBF). Como
se observa en la figura 77, no hay diferencias en la proliferacién celular entre las células CT-1*/*

y CT-17-.
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Figura 77. Anadlisis de la proliferacién celular. Porcentaje del niumero de células epiteliales tubulares
viables CT-1** y CT-17, valorado por ensayo de MTT a las 24 y 48 horas post deplecién. Los datos

representan la media * error estandar de la media de 3 experimentos. Test estadisico: T de Student. CT-
1: cardiotrofina-1.

También analizamos el efecto de la estimulacion con CT-1 en la proliferacién de células
epiteliales tubulares CT-1**. No se observan diferencias en la proliferacién celular tras la

estimulacion con CT-1 40 ng/mL ni a las 24 ni a las 48 horas (figura 78).

150 4 Il 0,5% SBF
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Figura 78. Anadlisis de la proliferacién celular. Porcentaje del niumero de células epiteliales tubulares
viables CT-1** valorado por ensayo de MTT a las 24 y 48 horas tras la estimulacién con CT-1 40 ng/mL. Los

datos representan la media + error estandar de la media de 3 experimentos. Test estadisico: T de Student.
CT-1: cardiotrofina-1.

Por lo tanto, ni la CT-1 enddgena ni exdgena parecen influir en la viabilidad vy

proliferacién celular en las células epiteliales tubulares en cultivo primario.

En conjunto, todos estos resultados indican que las células epiteliales tubulares
expresan CT-1, LIFR y GP130, pero la expresion de estos receptores no varia en presencia o

ausencia de CT-1. La estimulacion con CT-1 activa las vias de JAK/STAT3 y PI3K/AKT, y su efecto
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hipertrdfico lo realiza a través de la fosforilacion de STAT3. Por otra parte, CT-1 no ejerce ningln

efecto sobre la viabilidad o proliferacién de este tipo celular.
6. CT-1 en la progresion de la glomerulonefritis

Para estudiar el papel de la CT-1 en la progresion de la glomerulonefritis, utilizamos un
modelo experimental nefrotdxico por SNT, tal y como se explica en la secciéon de métodos 3.2
que replica algunas de las caracteristicas patoldgicas de la glomerulonefritis crescéntica
humana: dafio en las células glomerulares, formacién de semilunas y una marcada inflamacion

y fibrosis (Khan et al, 2005; Tam et al, 1999; Vasilopoulou et al, 2016).

6.1. Expresion de CT-1y sus receptores en la glomerulonefritis experimental

7 dias después de la administracién de SNT se observa (por tincién con PAS) un dafo
intermedio en el que algunos glomérulos contienen depdsitos de material hialino y aumento de
la matriz mesangial. 21 dias tras la administracion de SNT se incrementa la gravedad de estas
anomalias y en algunos glomérulos aparece colapso de los capilares, glomeruloesclerosis,

adhesioén del ovillo glomerular a la capsula de Bowman e hiperplasia epitelial (figura 79).
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A. control B. 7 dias SNT

Figura 79. Imagenes representativas de la tincion con PAS. A. Glomérulo de ratén control. B. Glomérulo
de ratén 7 dias tras la administracion de SNT con depdsitos hialinos. C. Glomérulo de ratén 21 dias tras la
administracion de SNT con depdsitos hialinos, colapso capilar y adhesion del ovillo glomerular a la capsula
de Bowman indicado mediante una flecha. D. Glomérulo de ratén 21 dias tras la administracién de SNT
con una abundante area esclerética y pérdida de capilares. Control (n=6), 7 dias SNT (n=6), 21 dias SNT
(n=5). Magnificacion original: 400X. PAS: acido peryddico de Schiff, SNT: suero nefrotdxico.

En estos ratones analizamos la funcion renal. Se observa un aumento en la albuminuria
7 y 21 dias tras la administracién de SNT asi como un aumento de creatinina plasmatica 21 dias

tras la administracion de SNT (figura 80).

Por lo tanto, nuestros resultados confirman que la administraciéon de SNT produce un

dafio histolégico glomerular asi como una alteracién en la funcidn renal.
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Figura 80. Analisis de la funcidn renal. A. Albumina en orina en ratones controles y 7 y 21 dias tras la
administracion de SNT. Los valores se representan como el logaritmo en base 10 de la albumina en orina
(ug en 24 horas). Las barras rerepresentan la media + EEM. Test estadistico: ANOVA de una via. **p<0,01
con respecto a los grupos indicados por las lineas. B. Creatinina plasmatica (umol/L) en ratones controles
y 21 dias tras la administracion de SNT. Las barras representan la media + EEM. Test estadistico: T de
Student. **p<0,01 con respecto al control. Control (n=6), 7 dias SNT (n=6), 21 dias SNT (n=5). EEM: error
estandar de la media, SNT: suero nefrotdxico.

> Expresion de CT-1

Para evaluar el grado de expresién de CT-1 alrededor del glomérulo hemos realizado un
score detallado en la seccion de métodos 5.5. Observamos que con la progresion de la
enfermedad hay una disminucidn en la expresion de CT-1 en las células que se encuentran entre
el ovillo glomerular y la capsula de Bowman (figura 81), siendo mas evidente esta disminucion

21 dias tras la administracion de SNT.

No encontramos diferencias en los niveles de expresion de ARNm de CT-1 entre los
rifiones controles y 21 dias tras la administracion de SNT (figura 81), lo que confirma que las
diferencias encontradas se deben exclusivamente a la expresion alrededor del glomérulo. Por
ello, la administracién exdgena de CT-1 podria tener un efecto protector frente al desarrollo de

la glomerulonefritis.
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Figura 81. Analisis de la expresion de CT-1 en la progresion de la glomerulonefritis. A. Imagenes
representativas de inmunohistoquimica de CT-1 en rifiones de ratones controles y 7 y 21 dias tras la
administracion de SNT. B. Score de expresién de CT-1 en rifiones controles y 7 y 21 dias tras la
administracion de SNT. Los datos representan la media en UA + EEM. Analisis estadistico: ANOVA de una
via. *¥p<0,05, **p<0,01 con respecto al control. C. Andlisis mediante qPCR de la expresién de ARNm de CT-
1. Se utilizé Hprt como control interno de carga; los datos representan la media + EEM. Test estadistico:
T de Student. Control (n=6), 7 dias SNT (n=6), 21 dias SNT (n=5). Magnificacién original: 400X. CT-1:
cardiotrofina-1, EEM: error estandar de la media, SNT: suero nefrotdxico, UA: unidades arbitrarias.
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> Expresion de LIFR y GP130

No encontramos diferencias en los niveles de expresidon del ARNm de ninguno de los dos

receptores 21 dias tras la administracidon de SNT (figura 82).
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Figura 82. Andlisis de la expresion de ARNm de GP130y LIFR 21 dias tras la administraciéon de SNT. gPCR
de la expresién de ARNm de GP130 y LIFR en rifiones de ratones controles y 21 dias tras la administracion
de SNT; se utilizé Hprt como control interno de carga; los datos representan la media + error estandar de
la media. Test estadistico: T de Student. Control (n=6), 21 dias SNT (n=5). GP130: glicoproteina 130, LIFR:
receptor de LIF, SNT: suero nefrotéxico.

6.2. Efecto del tratamiento con CT-1 en la progresion de la glomerulonefritis

Evaluamos el posible papel protector del tratamiento con CT-1 frente al daino renal

producido por la administracién de SNT.
> Efecto del tratamiento con CT-1 en la funcidn renal

Observamos que 21 dias tras la administracion de SNT hay un aumento en la
albuminuria; los ratones tratados con CT-1 presentan una menor albuminuria que los ratones
no tratados con CT-1 21 dias tras la administracion de SNT; por ello, la administracién de CT-1

parece tener un efecto protector frente a la albuminuria inducida por SNT (figura 83).

También hay un aumento significativo de creatinina plasmatica 21 dias tras la
administracién de SNT, que es menor en el grupo tratado con SNT y CT-1 (figura 84A). Cuando
se comparan los valores de creatinina plasmatica entre los dias 7 y 21 tras la administracion de
SNT, el aumento es menor en el grupo tratado con CT-1, con una interaccién cercana a la

significacién (p=0,08) (figura 84B).
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Figura 83. Analisis de la albuminuria tras administracién de SNT. Excreccién de albumina en orina en 24
horas en ratones a dia 0 (controles) y 21 dias tras la administracién de SNT + CT-1 400 ug/kg. Las barras
son la media t error estandar de la media. SNT (n=9), SNT+CT-1 400 pg/kg (n=8). Test estadistico: ANOVA
de una via. ****p<0,0001, *p<0,05 con respecto a los grupos indicados por las lineas. CT-1: cardiotrofina-
1, SNT: suero nefrotodxico.
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Figura 84. Analisis de la creatinina plasmatica tras administracion de SNT. A. Creatinina plasmatica en
ratones a dia 0 (controles) y 21 dias tras la administracién de SNT + CT-1 400 pg/kg. Los valores se
representan como el logaritmo en base 10 de la creatinina plasmatica (umol/L). Las barras son la media
EEM. Test estadistico: ANOVA de una via. ***p<0,001, *p<0,05 con respecto a los grupos indicados por
las lineas. B. Creatinina plasmatica 7 y 21 dias tras la administracion de SNT. Los valores se representan
como el logaritmo en base 10 de la creatinina plasmatica (umol/L). Las barras son la media + EEM. Test
estadistico: ANOVA de doble via. SNT (n=9), SNT+CT-1 400 pg/kg (n=8). EEM: error estandar de la media,
CT-1: cardiotrofina-1, SNT: suero nefrotdxico.
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También hemos observado una disminucion en el aclaramiento de creatinina 21 dias

tras la administracién de SNT, aunque no se encuentran diferencias entre los ratones tratados y
sin tratar con CT-1 (figura 85A). Hay un aumento estadisticamente significativo de los
compuestos nitrogenados en sangre 21 dias tras la administracion de SNT, aumento que no

aparece en los ratones tratados con SNT y CT-1 (figura 85B).
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Figura 85. Andlisis del aclaramiento de creatinina (A) y de los compuestos nitrogenados en sangre (B) a
dia O (controles) y 21 dias tras la administracion de SNT + CT-1 400 ug/kg. Las barras representan la media
t error estandar de la media. SNT (n=9), SNT+CT-1 400 pg/kg (n=8). Test estadistico: ANOVA de una via.
*p<0,05 con respecto a los grupos indicados por las lineas. BUN: compuestos nitrogenados en sangre, CT-
1: cardiotrofina-1, SNT: suero nefrotdxico.

Estos datos indican que la administracion de CT-1 reduce los aumentos observados en
la albuminuria, creatinina plasmatica y compuestos nitrogenados en sangre tras la
administracién de SNT. Por lo tanto, la administracion de CT-1 parece tener un efecto protector

sobre el dafio renal producido tras la administracion de SNT.
> Efecto del tratamiento con CT-1 en el proceso inflamatorio

La infiltracién de células del sistema inmune juega un papel fundamental en el inicio y
progresion de la glomerulonefritis crescéntica (Duffield et al, 2005; Huang et al, 1997) por lo que
decidimos examinar esta infiltracién en el modelo de glomerulonefritis inducida por SNT
mediante inmunohistoquimica con F4/80 (glicoproteina expresada en los macrofagos) tal y

como han realizado otros autores previamente en este modelo (Vasilopoulou et al, 2016).

Cuantificamos el nimero de células tefiidas con F4/80 dentro del ovillo glomerulary en

la zona periglomerular de los rifiones 21 dias tras la administracién de SNT y CT-1 400 pg/kg.
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Observamos que no hay diferencias estadisticamente significativas en el niumero de
células F4/80 positivas en el interior del ovillo glomerular en nuestros grupos experimentales.
La enfermedad produce un aumento en el nimero de células F4/80 positivas en la zona
periglomerular, siendo este nimero mayor en el grupo sin tratar con CT-1 que en el grupo
tratado con CT-1 (figura 86). Por lo tanto, la administracion de CT-1 reduce la acumulacion de

macrdéfagos activados en la zona periglomerular tras la administracion de SNT.
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Figura 86. Analisis de la inflamacion en la glomerulonefritis nefrotéxica. A. Imdgenes representativas de
tincidén inmunohistoquimica con F4/80 en glomérulos de rifiones de ratones controles y 21 dias tras la
administracién con SNT y CT-1 400 pg/kg. Se contaron el nimero de células F4/80+ en el ovillo glomerular
(B) y en el area periglomerular (C) de 50 glomérulos por muestra y se calculé la media. Los datos
representan la media * error estandar de la media. Control (n=6), SNT (n=9), SNT+CT-1 400 ug/kg (n=8).
Test estadistico: ANOVA de una via. **p<0,01 con respecto a los grupos indicados por las lineas.
Magnificacion original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, SNT: suero nefrotéxico.

> Efecto del tratamiento con CT-1 en la fibrosis renal

Como se ha mencionado anteriormente, en las fases tardias de la enfermedad aparece
una marcada glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial, por lo que evaluamos el grado de
glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial 21 dias tras la administracion de SNT en ratones

tratados con CT-1.
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Como se muestra en la figura 87, tras 21 dias de la administracién de SNT hay un

aumento del area de fibrosis (valorada por tincidén con Rojo Sirio) en la zona intersticial (fibrosis

intersticial); este aumento es menor en los ratones tratados con CT-1.

También evaluamos el grado de glomeruloesclerosis cuantificando el area fibrdtica
dentro del ovillo glomerular. Como puede observarse en la figura 87, tras 21 dias de
administracién de SNT los glomérulos de los ratones tratados con CT-1 presentan un menor

grado de glomeruloesclerosis que los ratones sin tratar con CT-1.
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Figura 87. Analisis del grado de fibrosis renal. A. Imdgenes representativas de tincidn con Rojo Sirio de
rifiones de ratones controles y 21 dias tras la administracion de SNT y CT-1 400 pg/kg. B. Cuantificacidn
del drea de fibrosis evaluada mediante la tincién con Rojo Sirio. C. Cociente del area fibrética dentro del
ovillo glomerular/area del ovillo glomerular en 25 glomérulos de cada rifién y se calculé la media. Los
datos representan la media * error estandar de la media. Control (n=6), SNT (n=9), SNT+CT-1 400 ug/kg
(n=8). Test estadistico: ANOVA de una via. *p<0,05; **p<0,01 con respecto a los grupos indicados por las
lineas. Magnificacidon original: 400X. CT-1: cardiotrofina-1, SNT: suero nefrotdxico, UA: unidades
arbitrarias.

Por lo tanto, la administracion de CT-1 reduce tanto el grado de glomeruloesclerosis

como de fibrosis intersticial 21 dias tras la administracién con SNT.
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La administracion de SNT produce un aumento en la expresién de coldgeno IV en las
zonas glomerular y periglomerular; los rifiones de ratones tratados con CT-1 21 dias tras la
administracién de SNT presentan una menor expresién de colageno IV en ambas zonas que los

ratones no tratados con CT-1 (figura 88).

control SNT+CT-1 400 pg/kg

Figura 88. Analisis de la expresion de coldgeno IV. Imagenes representativas de inmunohistoquimica de
coldgeno IV de los glomérulos de ratones controles y 21 dias tras la administracién de SNT y CT-1 400
pg/kg. Control (n=6), SNT (n=9), SNT+CT-1 400 pg/kg (n=8). Magnificacién original: 400X. CT-1:
cardiotrofina-1, SNT: suero nefrotodxico.

control SNT+CT-1 400 pg/kg

Figura 89. Anadlisis de la expresion de a-SMA. Imagenes representativas de inmunohistoquimica de a-
SMA de los glomérulos de ratones controles y 21 dias tras la administracién de SNT y CT-1 400 pg/kg.
Control (n=6), SNT (n=9), SNT+CT-1 400 pg/kg (n=8). Magnificacién original 400X. a-SMA: actina de
musculo liso vascular, CT-1: cardiotrofina-1, SNT: suero nefrotdxico.

También analizamos la expresién de a-SMA mediante inmunohistoquimica. Tal y como
se muestra en la figura 89, la administracion de SNT aumenta la expresion de a-SMA en la zona

periglomerular y este aumento de expresion es menor en los ratones tratados con CT-1 que en
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los ratones sin tratar, lo que sugiere que la administracion de CT-1 reduce la cantidad de

miofibroblastos presentes en la zona periglomerular tras la administracion de SNT.

En conjunto, estos resultados nos indican que la administracion de CT-1 reduce la

fibrosis renal producida por la administracién de SNT.
> Efecto del tratamiento con CT-1 en la distribucién de podocitos

Cuantificamos mediante inmunofluorescencia el nimero de podocitos positivos para
WT1 dentro y fuera del ovillo glomerular tal y como han llevado a cabo otros autores
(Vasilopoulou et al, 2016). WT1 se expresa en los podocitos y una disminucién en su expresion

causa glomerulonefritis crescéntica y esclerosis mesangial (Guo et al, 2002).

La administracion de SNT reduce el nimero de células WT1+ dentro del ovillo glomerular
y aumenta su numero fuera del ovillo glomerular (figura 90). Asi mismo, los animales con
glomerulonefritis tratados con CT-1 presentan un mayor nimero de células WT1+ dentro del
ovillo glomerular y un menor nimero de células fuera del ovillo glomerular que los animales no
tratados. Sin embargo, no observamos cambios en el nimero de células WT1+ positivas en el
glomérulo entero en los diferentes grupos experimentales (figura 90). Por lo tanto, la
administraciéon de SNT redistribuye los podocitos desde el ovillo glomerular, donde contribuyen
a la integridad de la barrera de filtracion glomerular, hacia la cdpsula de Bowman; ésta

redistribucion de los podocitos se reduce tras el tratamiento con CT-1.

Todos estos resultados muestran que la administracidn de CT-1 protege frente a algunos
de los procesos implicados en la glomerulonefritis inducida por SNT. Se ha demostrado en un
modelo de glomerulonefritis crescéntica que la deplecién de macréfagos reduce la cantidad de
miofibroblastos y por tanto la fibrosis renal y mejora la funcién renal (Duffield et al, 2005). Por
tanto, la reducion en el nimero de macréfagos observada tras la administracion de CT-1 podria
ser la causa de la disminucidon en el nimero de miofibroblastos, disminucion en la fibrosis renal
y mejora de la funcion renal. La menor albuminuria observada en los ratones tratados con CT-1
podria también ser debida a que en estos ratones se ha frenado la salida de podocitos hacia la
capsula de Bowman, y por tanto tendria una barrera de filtracién glomerular menos alterada

gue los animales no tratados con CT-1.

187




188

Resultados

control SNT SNT+CT-1 400 pg/kg

==}
(@]
*
*

*kkk :
g
E kkk*k - control ‘t *hkk
@ g 0.005+ ..o [ SNT E:@ 54 — DR Bl control
-— = |
5 £ w2 SNT
% 6 0.0044 * m SNT* SE 4 I a
5% —_— CT-1400 ugkg 3 § o ST
& 38
a2 ] oD 4l .
° 5 0.003 aB 3 CT-1 400 pgrky
5 0 - ?
23 0002 25 2
owm 2 o
g 2 00014 ET ]
E® e T
22 g 2
£ 0.000 - E= o -
s Z

=y
o
1

I control
3 SNT

SNT+
CT-1 400 pglkg

Numero medio de células
WT1+ en el glomérulo

Figura 90. Analisis de la distribucién de podocitos. A. Imagenes representativas de inmunofluorescencia
de WT1 en glomérulos de ratones controles y 21 dias tras la administracién de SNT y CT-1 400 ug/kg. Se
contaron el nimero de células WT1+ de 25 glomérulos de cada rifién en el ovillo glomerular/area del
ovillo glomerular (B), fuera del ovillo glomerular (C) y en todo el glomérulo (D) y se calculd la media. Los
datos representan la media * error estandar de la media. Control (n=6), SNT (n=9), SNT+CT-1 400 ug/kg
(n=8). Test estadistico: ANOVA de una via. *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001 con respecto a los grupos
indicados por las lineas. Magnificacidn original: 400X; barra= 10 um. CT-1: cardiotrofina-1, SNT: suero
nefrotdxico.
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7. Papel de la CT-1 en podocitos

7.1. Expresion de CT-1y sus receptores en podocitos

Para valorar si CT-1 se expresa en podocitos, realizamos una doble tincion de CT-1 vy
nefrina (Nphs1), componente del diafragma de filtracion de los podocitos, en rifiones de ratones
controles. Como se observa en la figura 91, CT-1 colocaliza con nefrina, lo que indica que los

podocitos in vivo expresan CT-1.

nefrina CT-1 merge

Figura 91. Expresion de CT-1 en glomérulos de ratones controles. Imagenes representativas de la doble
tincion mediante inmunofluorescencia de nefrina (nphsl) y CT-1. La imagen mezclada (merge) muestra
nefrina en rojo y CT-1 en verde. Las flechas indican algunas areas en las que se colocalizan ambas
tinciones. Magnificacién original: 400X; barra= 10 um. CT-1: cardiotrofina-1.

Una vez vez verificado que CT-1 se expresa en los podocitos glomerulares in vivo,
comprobamos si CT-1 vy sus receptores GP130 y LIFR se expresan en podocitos glomerulares en

cultivo primario de rifidén de ratones sanos, asi como en podocitos inmortalizados in vitro.
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> Expresion de CT-1, LIFR y GP130 en cultivos primarios de podocitos glomerulares

Comprobamos mediante inmunofluorescencia que los podocitos glomerulares en
cultivo primario expresan CT-1, LIFR y GP130. La expresion de CT-1, como hemos visto en otros
tipos celulares, es citoplasmatica; GP130 se localiza en la zona citoplasmatica y perinuclear

mientras que LIFR se expresa fundamentalmente en la zona perinuclear (figura 92).

GP130 LIFR CT-1

Figura 92. Andlisis de la expresion de GP130, LIFR y CT-1 en podocitos glomerulares maduros en cultivo
primario. Inmunofluorescencia de GP130, LIFR y CT-1. Magnificacidn original: 200X; barra= 10 um. CT-1:
cardiotrofina-1, GP130: glicoproteina 130, LIFR: receptor de LIF.

> Expresion de CT-1, LIFR y GP130 en podocitos glomerulares inmortalizados

En los podocitos maduros inmortalizados después de su diferenciacion también
detectamos mediante inmunofluorescencia la expresion de CT-1, LIFR y GP130. Como se
muestra en la figura 93, la expresidn y localizacidn es muy similar a la observada en los podocitos
glomerulares en cultivo primario: GP130 en la zona citoplasmatica y perinuclear, LIFR

mayoritariamente en la zona perinuclear y CT-1 fundamentalmente en el citoplasma.
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GP130 LIFR CT-1

Figura 93. Anadlisis de la expresion de GP130, LIFR y CT-1 en podocitos inmortalizados.
Inmunofluorescencia de GP130 (magnificacidn original: 200X), LIFR y CT-1 (magnificacion original: 400X)
en podocitos maduros tras 14 dias de diferenciacion. Barra= 10 um. CT-1: cardiotrofina-1, GP130:
glicoproteina 130, LIFR: receptor de LIF.

7.2. Efectodela ausencia de CT-1 en la migracion, proliferacion celular y morfologia

del citoesqueleto de los podocitos

Aungue una motilidad basal de los podocitos es necesaria para mantener la filtracién
glomerular funcional, tanto la hipermotilidad como la hipomotilidad estan asociadas con
desapariciéon de los pedicelos y proteinuria (Reiser & Sever, 2013). Ademas, el citoesqueleto
juega un papel importante en el mantenimiento de la funcidon de los pedicelos, por lo que
anomalias en su estructura pueden ocasionar también la desaparicion de los pedicelos y

proteinuria (Welsh & Saleem, 2011).

Utilizamos podocitos inmortalizados y después de su diferenciacion en podocitos
maduros transfectamos con ARNsi 10 nM contra CT-1, lo que resulta en 70% de disminucion de

los niveles enddgenos de CT-1 (figura 94).
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Figura 94. Andlisis de la expresion de CT-1. gPCR de la expresién de ARNm de CT-1 en podocitos maduros
tras 48 horas de transfecciéon con ARNsi contra CT-1. Se utilizd Hprt como control interno de carga; los
datos representan la media + error estandar de la media de 5 experimentos. Test estadistico: ANOVA de
una via. **p<0,01 respecto a ARNsi CT-1. CT-1: cardiotrofina-1, LP: lipofectamina, NT: no transfectado.

> Papel de la CT-1 en la migracion celular

Después de la transfeccién con ARNSsi contra CT-1 realizamos una herida en la monocapa

celular y cuantificamos el nimero de células que migran dentro de la herida alas 0, 6 y 24 horas.

A las 24 horas el porcentaje de células que migran dentro de la herida es mayor en las
células transfectadas con ARNSsi contra CT-1 que en las células transfectadas con ARNsi control;

ademas los agentes de transfeccidn no afectan a la migracién de los podocitos (figura 95).
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Figura 95. Analisis de la migracion celular en el ensayo de cierre de herida. A. Imagenes representativas
de las células ARNSsi control y ARNsi CT-1 a las 0, 6 y 24 horas postransfeccién. B. Porcentaje del niUmero
de células que migran dentro de la herida en los podocitos maduros no transfectados (NT), sélo expuestos
a lipofectamina (LP), transfectados con ARNSsi control y transfectados con ARNsi contra CT-1 (ARNsi CT-1).
Los datos representan la media + error estandar de la media de 5 experimentos. Test estadisico: ANOVA
de una via. *p<0,05 con respecto al grupo indicado con la linea. Magnificacién original: 50X. CT-1:
cardiotrofina-1.

> Papel de la CT-1 en la proliferacion celular

El silenciaiento por ARNsi de la expresién de CT-1, valorada por el ensayo MTT, no

modifica la proliferacion de los podocitos (figura 96).
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Figura 96. Andlisis de la proliferacidon celular. Porcentaje del nimero de podocitos maduros
inmortalizados viables tras la transfeccién con ARNsi contra CT-1, medido mediante ensayo de MTT a las
24 ,48 y 72 horas post transfeccion. Los datos representan la media * error estandar de la media de 5
experimentos. Test estadistico: T de Student. CT-1: cardiotrofina-1.

> Papel de la CT-1 en la morfologia del citoesqueleto

Las células transfectadas con ARNsi contra CT-1 presentan una menor area celular,

evaluada mediante la inmunofluorescencia de faloidina (figura 97).

Ademas, clasificamos la organizacion de los filamentos de actina como una distribucion
cortical o en fibras citoplasmaticas de estrés (tal como se mostro en la figura 25 de la seccién de

métodos 8.11.). Observamos que el silenciamiento de la CT-1 endégena aumenta el porcentaje

de células con distribucidn cortical (figura 97).

Con estos datos, podemos sugerir que la CT-1 participa en la regulacién de la morfologia

del citoesqueleto de los podocitos.
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Figura 97. Andlisis de la morfologia del citoesqueleto. A. Microfotografias representativas de la
inmunofluorescencia de faloidina en podocitos maduros inmortalizados tras 48 horas de transfeccion con
ARNSsi contra CT-1. B. Cuantificacion del area celular mediante el software Fiji. Test estadistico: ANOVA de
una via. *p<0,05 con respecto al grupo ARNSsi control. C. Porcentaje de células con filamentos de actina
en disposicién cortical o en fibras citoplasmaticas de estrés. Test estadistico: T de Student. *P<0,05 con
respecto al grupo ARNsi control. Los datos representan la media + error estandar de la media de 3
experimentos. Maghnificacidn original: 200X; barra= 10 um. CT-1: cardiotrofina-1, LP: lipofectamina, NT:
no transfectado.

> Papel de la CT-1 en la activacion de RhoA y Cdc42

Evaluamos el efecto del silenciamiento de la CT-1 en la activacion de las GTPasas RhoA
y Cdc42, que regulan la dinamica del citoesqueleto de actina y la migracidn celular. Cdc42 regula

fundamentalmente la direccion de la migracién (Raftopoulou & Hall, 2004).

Observamos una disminucién en la actividad de Cdc42 en podocitos transfectados con
ARNsi contra CT-1 en comparacidon con los podocitos controles, mientra que la actividad de RhoA

no se encuentra afectada por el silenciamiento de la CT-1 (figura 98).
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Figura 98. Cuantificacion de la actividad de RhoA (A) y Cdc42 (B) en podocitos maduros tras 48 horas de
transfeccién con ARNSsi contra CT-1. Los datos representan la media + error estandar de la media de 3
experimentos. Test estadistico: T de Student. *p<0,05 con respecto al grupo ARNsi control. CT-1:
cardiotrofina-1.

En conjunto, estos resultados muestran que el silenciamiento de la CT-1 enddgena en
podocitos maduros no afecta a la viabilidad celular, pero aumenta el nimero de células que
migran a las 24 horas de transfeccion y reduce el tamafio celular y el porcentaje de células con
una distribucién en fibras citoplasmaticas de estrés, efectos que pueden estar mediados por una

disminucion en la actividad de Cdc42.

7.3. Efecto de la estimulacion con CT-1 en la migracidn, proliferaciéon celular y

morfologia del citoesqueleto de los podocitos

> Papel de la estimulacién con CT-1 en la migracion celular

Como se observa en la figura 99, no hay diferencias en el nimero de células que migran
dentro de la herida entre las células controles y las células estimuladas con CT-1 tanto a las 6

como a las 24 h.
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Figura 99. Cuantificacion de migracidn celular en el ensayo de cierre de herida. Porcentaje del nimero
de células que migran dentro de la herida en podocitos maduros estimulados con CT-1 40 ng/mL durante

6 y 24 horas. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos. Test estadisico: T de
Student. CT-1: cardiotrofina-1.

> Papel de la estimulacién con CT-1 en la proliferacion celular

No se observan diferencias en la proliferacidon de podocitos maduros inmortalizados tras

la estimulacion con CT-1 40 ng/mL ni a las 24 ni a las 48 horas (figura 100).
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Figura 100. Andlisis de la proliferacion celular. Porcentaje del nimero de células viables en podocitos
maduros inmortalizados valorado mediante ensayo de MTT tras la estimulacién con CT-1 40 ng/mL
durante 24 y 48 horas. Los datos representan la media * error estandar de la media de 3 experimentos.
Test estadistico: T de Student. CT-1: cardiotrofina-1.

> Papel de la estimulacién con CT-1 en la morfologia del citoesqueleto

La estimulaciéon con CT-1 40 ng/mL durante 24 horas en podocitos maduros
inmortalizados produce un aumento del area celular (figura 101). Estos resultados son similares

al papel hipertréfico de la CT-1 que habiamos observado previamente en las células epiteliales

tubulares en cultivo.
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También observamos que la estimulacién con CT-1 40 ng/mL durante 24 horas no
produce cambios significativos en la organizacidn de los filamentos de actina del citoesqueleto

de podocitos maduros inmortalizados en estas condiciones experimentales (figura 101C).
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Figura 101. Analisis de la morfologia del citoesqueleto. A. Microfotografias representativas de la
inmunofluorescencia de faloidina en podocitos maduros inmortalizados tras 24 horas de estimulacion con
CT-1 40 ng/mL. B. Cuantificacion del area celular mediante el software Fiji. C. Porcentaje de células con
filamentos de actina en disposicion cortical o en fibras citoplasmaticas de estrés tras 24 horas de
estimulacion con CT-1 40 ng/mlL. Los datos representan la media + error estandar de la media de 3
experimentos. Test estadistico: T de Student. *p<0,05 con respecto al control. Magnificacidn original:
200X; barra= 10 um. CT-1: cardiotrofina-1.
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> Papel de la estimulacién con CT-1 en la actividad de RhoA y Cdc42

Los podocitos estimulados con CT-1 40 ng/mL presentan una disminucién en la actividad

de RhoA en comparacién con las células controles, mientras que la actividad de Cdc42 no se

encuentra afectada (figura 102).
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Figura 102. Cuantificacion de la actividad de RhoA (A) y Cdc42 (B) en podocitos maduros inmortalizados
tras 24 horas de estimulacién con CT-1 40 ng/mL. Los datos representan la media * error estandar de la
media de 3 experimentos. Test estadistico: T de Student. **p<0,01 con respecto al control. CT-1:

cardiotrofina-1.

En conjunto, estos resultados muestran que en podocitos maduros inmortalizados, la
estimulacion con CT-1 40 ng/mL promueve aumentos en el tamafio celular, asi como una
disminucion en la actividad de RhoA; sin embargo, en nuestras condiciones experimentales, la

CT-1 no ejerce ningun efecto notable en la migracion ni en la viabilidad celular.






Discusion







La CT-1 es una citoquina que participa en distintas respuestas bioldgicas del organismo,

incluyendo inflamacion, apoptosis, estrés oxidativo y supervivencia celular. Numerosos estudios
han mostrado que la administracién exégena de CT-1 ejerce efectos citoprotectores en distintos
drganos mediante la modulacion de dichos mecanismos. Sin embargo, si bien se conoce el efecto
antiapoptético y antiinflamatorio del tratamiento con CT-1 en modelos de dafio renal inducidos
por toxicidad por contrastes iodados y gentamicina y tras isquemia/reperfusion, hasta la fecha
era desconocido el papel de la CT-1 enddgena y su administracidén exdgena en la regulacién de
los distintos procesos implicados en el desarrollo de la fibrosis tubulointersticial vy

glomerulonefritis asi como en la hipertrofia tubular.

Por ello, para la realizacién de este trabajo se utilizaron ratones CT-17y sus respectivos
controles CT-1**, permitiéndonos estudiar por una parte el efecto de la CT-1 endégena en los
mecanismos involucrados en el desarrollo de la fibrosis tubulointersticial (apoptosis, dafo
tubular, inflamacién y produccion de MEC) tanto in vivo como in vitro y por otra parte el efecto
de la administracion de CT-1 en la progresion de la fibrosis tubulointersticial, enfermedad
glomerular e hipertrofia celular. Inicialmente, hemos comprobado que tanto la CT-1 como sus

receptores LIFR y GP130 se expresan en el rifidn de raton.

1. CT-1 en la fibrosis tubulointersticial

La CT-1 enddgena modula el dafo tubulointersticial, ya que tras la obstruccion ureteral
los ratones CT-17 presentan un mayor grado de fibrosis tubulointersticial que los ratones
control, acompafiado de un aumento en la inflamacién, dafio tubular y apoptosis celular.
Ademas, la deficiencia de CT-1 en miofibroblastos renales promueve un fenotipo profibrético

(aumento de proteinas de MEC, aumento de proliferacidn y de migracion celular).

La fibrosis renal se inicia como un mecanismo en respuesta a un dafio inicial. Por razones
desconocidas, este proceso inicial de restauracion no se regula correctamente y se origina un
circulo vicioso patolégico de dafio tisular y fibrosis tubulointersticial (Lopez-Novoa et al, 2011).
El incremento en la expresidon de CT-1 tras la obstruccion sugiere que esta citoquina actia como
un mecanismo de defensa enddgeno que reduce o atenua el dafio tubular inicial, con un efecto
protector frente a la fibrosis renal. Ademas, la estimulacién con TGF-B1 produce un aumento en
la expresion de CT-1 en miofibroblastos en cultivo, lo que puede estar relacionado con el

aumento de CT-1 observado in vivo tras la OUU, ya que la expresién de TGF-B1 aumenta tras la



obstruccién (Prieto et al, 2005). Previamente, nuestro grupo de investigacidén ha observado que
los niveles plasmaticos de CT-1 estan correlacionados positivamente con el dafio renal temprano
(microalbuminuria y cociente de albimina/creatinina elevado) en pacientes hipertensos y

diabéticos (Gamella-Pozuelo et al, 2015).

Diversos estudios han detectado un aumento del estrés oxidativo en los riflones O en
los estados iniciales de la enfermedad (Kawada et al, 1999)(Grande et al, 2010b)(Ricardo et al,
1997); ademas el estrés oxidativo induce la expresidon de CT-1 en hepatocitos (Iniguez et al, 2006)
y en cardiomiocitos (Sauer et al, 2004)(Hishinuma et al, 1999). Este aumento del estrés oxidativo
tras la obstruccion ureteral puede ser una de las causas del aumento de expresién de CT-1

observado en los rifiones dafiados.

La OUU induce un aumento progresivo de la activacion de STAT3 (Kuratsune et al, 2007).
En nuestro modelo experimental, los animales deficientes de CT-1 presentan una menor
activacion de STAT3 que los controles. Diversos autores han relacionado la activacién de la via
de JAK/STAT3 con una disminucidn de fibrosis en corazdn, rifidén e higado (Hilfiker-Kleiner et al,
2004; Koike et al, 2014; Plum et al, 2010). Sin embargo, existe cierta controversia acerca del
papel fisiopatoldgico de esta via ya que la administracidn de S31-201 (inhibidor de STAT3) reduce
la fibrosis renal in vivo (Pang et al, 2010). Estas diferencias pueden deberse a que dependiendo
del ligando que active STAT3 y del tiempo de activacidon, éste puede promover un efecto
inflamatorio o antiinflamatorio ; asi, si la activacién de STAT3 por parte de IL-6 es mantenida en
vez de transitoria, se activan genes antiinflamatorios como IL-10 (Murray, 2007). En nuestro
estudio observamos un mayor aumento de la activacién de STAT3 en los ratones CT-1*/* tanto a
los 3 como a los 15 dias tras la OUU, por lo que al mantener esta maniobra experimental
prolongada en el tiempo sus efectos son basicamente antiinflamatorios. Ademas, otros autores
han demostrado que el aumento de p-STAT3 inducido por OUU atenua la fibrosis renal mediante
la activacion de MMP2 (Koike et al, 2014). En nuestro estudio, los ratones CT-1*/* presentan una
mayor activacién de MMP2 inducida por la activacion de la via de JAK/STAT3 tras 15 dias de OUU
que los CT17; por lo tanto, la CT-1 parece ejercer su efecto protector frente a la fibrosis

tubulointersticial, al menos en parte, por medio de la activacidon de STAT3.

Por otra parte, hay otros mecanismos por los cuales la ausencia de la CT-1 enddgena da
lugar a un elevado grado de fibrosis tubulointersticial en nuestro modelo experimental. El efecto

beneficioso de esta citoquina puede deberse a su capacidad para regular diferentes procesos



implicados en el desarrollo de la fibrosis renal inducida por OUU, como son la apoptosis celular,

estrés oxidativo, infiltracion de monocitos y macrdfagos e inflamacion tubulointersticial (Garcia-

Cenador et al, 2013a; Lopez-Yoldi et al, 2015).

La sefalizacién mediada por STAT3 da lugar a una respuesta antiapoptdtica a través de
la induccion de proteinas como Bcl-2 (Bhattacharya et al, 2005; Catlett-Falcone et al, 1999).
Previamente se ha demostrado que tras un dafio hepatico los ratones CT-17" presentan un
mayor grado de apoptosis que los ratones CT-1** debido en parte a una menor fosforilacién de

STAT3 (Iniguez et al, 2006; Marques et al, 2007).

Nuestros datos sugieren que el elevado grado de apoptosis que muestran los ratones
CT-17 tras la OUU puede ser debido a la menor activacién de STAT3 observada en las fases
iniciales de la enfermedad en estos animales comparada con los ratones CT-1*/*, siendo la via
JAK/STAT3 una de las vias de sefializacién implicadas en el efecto antiapoptotico de la CT-1.
Ademas, nuestros resultados in vitro indican que la estimulacion con CT-1 produce la

fosforilacién de STAT3 en miofibroblastos renales y en células epiteliales tubulares.

Otra de las vias implicadas en la inhibicidn de la sefial apoptotica es la via de PI3K/AKT.
Nuestros resultados in vitro muestran una activacidn de la ruta PI3K/AKT tras la estimulacidon
con CT-1 en células epiteliales tubulares. La activacion de PI3K induce la fosforilacién de AKT,
gue a su vez media la fosforilacion de Bad, miembro de la familia de Bcl-2, cuya fosforilacion
conlleva la liberacion de factores antiapoptéticos como Bcl-2 o Bel-x (Kuwahara et al, 2000). De
este modo, en nuestro modelo experimental la CT-1 podria ejercer en parte sus efectos
antiapoptéticos en las células epiteliales tubulares a través de la fosforilacion de AKT, como se
ha observado previamente en cardiomiocitos (Brar et al, 2001b; Kuwahara et al, 2000) vy

hepatocitos (Bustos et al, 2003).

La mayor activacién de NF-kB observada en los ratones CT-17 tras la OUU podria
explicar también en parte el papel antiapoptdtico de la CT-1. Aunque en cardiomiocitos el efecto
antiapoptético de la CT-1 esta asociado con una activacién de NF-xB (Craig et al, 2001), en un
modelo de dafio renal tras isquemia/reperfusion dicho efecto antiapoptético se relaciona con
una disminucién de la activacion de NF-kB (Garcia-Cenador et al, 2013b); estas diferencias se
deben a que dependiendo de las circunstancias, la activacién de NF-kB puede inducir tanto la

expresion de genes proapoptoticos como antiapoptdticos (Barnes & Karin, 1997).



Por lo tanto, en nuestro modelo experimental, la CT-1 podria estar ejerciendo su efecto
antiapoptdtico a través de la activacidn de las vias de sefializacion JAK/STAT y PI3K/AKT y de la

disminucion de la activacién de NF-xB.

En cuanto al papel de la CT-1 en la respuesta inflamatoria, nuestros resultados indican
una mayor expresion de Cd68, ICAM-1, VCAM-1, COX-2 e iNOS tras la OUU en los animales CT-
17" que en los animales CT-1**, lo que indica que la deficiencia CT-1 causa una mayor respuesta
inflamatoria tras la OUU. Ademas los ratones CT-17" presentan una mayor activacién de NF-kB
tras la obstrucién que los ratones CT-1*/*; a la vista de estos resultados, la CT-1 endégena podria
participar en la recuperacion de la inflamacidn y la fibrosis renal inducida por la OUU a través de

la reduccion de la actividad de NF-xB.

La activacién y acumulacidon de macréfagos favorece la respuesta inflamatoria por su
capacidad de liberar citoquinas proinflamatorias como IL-1B o TNF-a; ademas contribuyen a la
apoptosis y progresién de la fibrosis renal mediante la liberacion de distintos mediadores
profibrdticos como galectina-3, Wnt y CSF-1 (Henderson et al, 2008; Ma et al, 2009). Un estudio
reciente ha demostrado que los macréfagos se pueden transdiferenciar a miofibroblastos
productores de coldgeno durante la progresion de la fibrosis renal en el modelo de OUU (Meng
et al, 2016). El aumento de expresién de VCAM-1 e ICAM-1 tras la OUU media la quimiotaxis y
adhesién de los macrofagos (Morrissey & Klahr, 1998b), y contribuye a la apoptosis y a la fibrosis
tubulointersticial (Ucero et al, 2014). COX-2 puede acelerar la fibrosis intersticial por su
implicacion en la expresidn de coladgeno IV y la proteina de choque térmico 47 (hsp 47) (Honma
et al, 2014). La expresién de iNOS aumenta en respuesta a citoquinas proinflamatorias (Lee et
al, 2016), y se ha observado también su aumento en el modelo de OUU en ratas (Manucha &
Valles, 2008). Ademas, se ha descrito que el efecto protector de la administracién de melatonina
(Ozbek et al, 2009) y de losartan (Manucha et al, 2004) frente a la fibrosis tubulointersticial

inducida por la OUU esta relacionado con una disminucion en los niveles de expresion de iNOS.

La regulacidon de la actividad de la iNOS es principalmente transcripcional; la unidn de
STAT y NF-kB a las secuencias del promotor que presenta iNOS son necesarias para la activacion
de iNOS (Liu et al, 1997). Por lo que es posible que el efecto de la CT-1 sobre iNOS esté mediado
por la menor activacion de NF-kB. También se ha estudiado el papel de STAT3 en la induccién
de iNOS por lipopolisacaridos (LPS), IL-1B e INF-y en células mesangiales. NF-kB forma un

complejo con STAT3 tanto in vivo como in vitro y la sobreexpresién de STAT3 inhibe la induccion



Discusiéon

de iNOS mediada por IL-1B o por IFN-y + LPS e inhibe la actividad de un gen promotor
dependiente de NF-kB. Por lo tanto STAT3, por interaccion directa con NF-kB, inhibe su actividad
y suprime la induccién indirecta del promotor de iNOS por citoquinas en células mesangiales (Yu

et al, 2002).

No hay consenso sobre el efecto de la CT-1 sobre la activacion de NF-kB segun los
diferentes estudios publicados. Por un lado se ha observado que la administracion de CT-1
disminuye la activacion de NF-kB y la expresidn de iNOS en un modelo de infeccién por LPS en
el corazén (Takahashi et al, 2005) y en un modelo de isquemia/reperfusion en el rifidn (Garcia-
Cenador et al, 2013b). Por otro lado, se ha descrito que la CT-1 activa NF-kB en células
endoteliales (Fritzenwanger et al, 2008) y monocitos (Fritzenwanger et al, 2007), asi como que
los efectos citoprotectores de la CT-1 en cardiomiocitos en cultivo se producen a través de la
activacion de NF-xB (Craig et al, 2001). Por lo tanto, parece que, dependiendo de las
circunstancias, la CT-1 induce o inhibe la activacion de NF-xB. En nuestro estudio, los animales
deficientes de CT-1 presentan una mayor activacion de NF-kB tras la OUU que los animales CT-

1** y la administracién exégena de CT-1 disminuye la activacién de NF-kB.

Es importante destacar la relacion de la CT-1 con la activacion de NF-kB ya que este
factor de transcripcion se activa durante la obstruccidn renal y participa de forma relevante en
el desarrollo de la enfermedad (Meldrum et al, 2006; Oppenheim et al, 2001). Ademas, como ya
hemos sefalado, tras la OUU se produce un aumento del estrés oxidativo en el rifién O (Kawada
et al, 1999; Klahr, 2001) que juega un papel clave en la activacion de NF-kB, que a su vez induce
la expresion de genes que codifican citoquinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a), quimiocinas
(MCP1, RANTES), moléculas de adhesién (ICAM-1, VCAM-1), enzimas inducibles (COX-2, iNOS),
y por tanto agrava la respuesta inflamatoria generada en el rifién dafado (Blackwell &

Christman, 1997; Grande et al, 2010b; Nam, 2006; Sanz et al, 2010).

La administracion de CT-1 disminuye el estrés oxidativo producido tras el dafo en
diferentes érganos, entre los que se incluye el corazén (Lopez et al, 2005), el higado (Iniguez et
al, 2006) vy el rifién (Garcia-Cenador et al, 2013b). Se piensa que la CT-1 disminuye el estrés
oxidativo a través de la activacion de la via de sefializacién GP130/STAT3, la cual induce la
expresion de la enzima antioxidante superodxido dismutasa que transforma el anidn superdxido

en perdxido de hidrégeno (Negoro et al, 2001). También se sabe que la IL-6, una citoquina de la
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misma familia que la CT-1, protege a las neuronas de la isquemia/reperfusion activando la via

de GP130/STAT3 y aumentando la expresion de la superdxido dismutasa (Jung et al, 2011).

Por ello, sugerimos que el estrés oxidativo y el aumento de TGF-B1 producido tras la
OUU origina un aumento de expresion de CT-1 en el rindn dafiado, el cual a su vez promueve
una mayor activacién de STAT3 en los rifiones O de los ratones CT-1** que en los ratones CT-17-
. Esta activacién de STAT3 puede iniciar distintos mecanismos protectores frente al dafio
originado: 1) reduce el estrés oxidativo, lo que causa una disminucién en la activacion de NF-kB,
gue a su vez promueve una menor expresion de ICAM-1, VCAM-1, COX-2 e iNOS, lo cual reduce
la infiltracién de macréfagos y por tanto la respuesta inflamatoria; 2) promueve la sintesis de
proteinas antiapoptéticas como Bcl-2; 3) promueve la sintesis de la citoquina antiinflamatoria
IL-10; 4) induce un aumento de actividad de MMP2 en las fases tardias y la consiguiente
degradacion de proteinas de MEC. Ademas, la CT-1 reduce la apoptosis tubular a través de la
fosforilacion de AKT y gracias a la disminucién de la activacion de NF-kB. Por ello, el elevado
grado de fibrosis tubulointersticial observado en los animales CT-17 con respecto a los CT-1*/*
puede deberse al aumento de la apoptosis tubular, infiltracion de macréfagos, inflamacién y
acumulacién de miofibroblastos. Asi mismo, en nuestro modelo experimental la CT-1 enddgena
sblo ejerce su papel protector tras la induccion del dafo obstructivo, ya que no encontramos

diferencias histoldgicas entre los rifiones NO de los ratones CT-1**y CT-17-.

Estudios in vitro demuestran que la estimulacion con CT-1 produce una mayor migracién
celular en miofibroblastos cardiacos (Freed et al, 2011) y en células endoteliales, migracion
producida por un aumento de ICAM-1y MCP1 mediado por NF-kB (Ichiki et al, 2008). También,
se ha relacionado la activacion de NF-kB con un aumento en la migracion celular en fibroblastos
cardiacos (Hashikata et al, 2015) y en lineas celulares de cancer escamosos de cabeza y cuello

(Tang et al, 2017) y cancer de pulmén (Zhu et al, 2016).

Nuestros resultados muestran una mayor migracion celular en los miofibroblastos
renales de ratones CT-17 que en los miofibroblastos controles; este aumento en la migracién

puede deberse a la mayor activacién de NF-kB detectada en estos fibroblastos CT-17-.

Varios autores relacionan el efecto protector de la CT-1 frente a diferentes danos
tisulares con un aumento de proliferacidon celular, por ejemplo en fibroblastos cardiacos (Freed
et al, 2005) o en hepatocitos, en los que ademas la estimulacidn in vitro con CT-1 produce un

aumento de expresién de pp65 (Yang et al, 2008b). Como ya se ha sefialado previamente la



activacion de NF-kB puede inducir la expresion de genes que promueven la proliferacidn celular

(Haussler et al, 2005; Martinka & Bruggeman, 2006). En nuestro estudio, observamos que los
miofibroblastos CT-17 proliferan mas que los CT-1** en condiciones basales, lo que puede
deberse ala mayor activacion de NF-kB observada en las células deficientes de CT-1. Estos datos
apoyan los resultados in vivo que muestan que tras la OUU los ratones CT-17 presentan una

mayor cantidad de miofibroblastos que los ratones CT-1*/*.

Por otra parte, hemos valorado el posible efecto terapéutico o de reversién del dafio
renal del tratamiento con CT-1. Observamos que el tratamiento con CT-1 reduce notablemente
la fibrosis tubulointerstiticial producida por la OUU. Aunque un estudio previo describe que la
exposicidon crénica a niveles elevados de CT-1 induce fibrosis renal en ratas sanas, este efecto
s6lo aparece cuando los niveles elevados de CT-1 se administran durante largos periodos de
tiempo (Lopez-Andres et al, 2012), pero no cuando esta citoquina se administra durante

periodos cortos de tiempo o a dosis bajas (Garcia-Cenador et al, 2013a).

El tratamiento con CT-1 también reduce la apoptosis, el dafio tubular y la respuesta
inflamatoria inducida por la OUU en nuestro modelo experimental, valorada por la reducién en

la expresion de Cd68, IL-1B, iNOS, VCAM-1, ICAM-1 y COX-2 y una menor activacion de NF-kB.

El efecto antiapoptotico de la CT-1 es conocido (Lopez-Yoldi et al, 2015) (Garcia-Cenador
et al, 2013a). Asi, protege de la apoptosis en el infarto de miocardio aumentando la expresion
de Bcl-2 e inhibiendo p53, Fax y Bax (Ruixing et al, 2004; Ruixing et al, 2007). También reduce la
muerte celular neuronal tanto in vivo como in vitro (Peng et al, 2010) y protege contra la
apoptosis inducida en células del pulmdn (Zhou et al, 2003). Ademas en distintos modelos de
dafio renal se ha observado una disminucidn de la caspasa-3 activada (Garcia-Cenador et al,

2013b; Quiros et al, 2013).

Se ha descrito el efecto antiinflamatorio de la administracion de CT-1 en distintos
modelos de dafio renal, como la isquemia/reperfusion (Garcia-Cenador et al, 2013b) o
nefrotoxicidad por gentamicina (Quiros et al, 2016), gracias a la disminucion de la expresion de

IL-1B, TNF-a, ICAM-1, VCAM-1, iNOS o Cd68 .

Estudios in vitro muestran que la expresion de las CAMs esta asociada con la activacién
de la via de sefializacion de JAK/STAT (Brar et al, 2001a; Fritzenwanger et al, 2009) , sin embargo

son escasos los estudios in vivo que relacionan ambos mediadores (Yang et al, 2008a). Como ya



comentamos anteriormente, en la fibrosis tubulointersticial la activacién de NF-xB induce la
expresion de ICAM-1 y VCAM-1 (Grande et al, 2010b). Por ello, la menor expresion de ICAM-1y
VCAM-1 que hemos observado tras el tratamiento con CT-1 puede deberse la menor activacién

de NF-kB.

Como conclusién, la CT-1 enddgena repara el dafio temprano inducido por la nefropatia
obstructiva activando mecanismos protectores frente al estrés oxidativo, apoptosis tubular,
inflamacién y fibrosis tubulointersticial. Aunque la CT-1 enddgena no parece ser suficiente para
compensar todo el dafio producido en esta maniobra experimental, la administracién exégena
de CT-1 favorece esta proteccién frente al dafo inducido por la OUU mediante los mismos
mecanismos que la CT-1 enddgena. Estos datos sugieren que el tratamiento con CT-1 puede
constituir una nueva estrategia para disminuir la fibrosis tubulointersticial inducida por la

nefropatia obstructiva.

La figura 103 muestra un esquema de las posibles vias implicadas en el efecto protector

que ejerce la CT-1 tras la OUU.
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Figura 103. Esquema del papel de la CT-1 en la fibrosis tubulointersticial tras la OUU. 1) La OUU da lugar
a un aumento de TGF-B1, estrés oxidativo y p-STAT3. 2) El estrés oxidativo y el aumento de expresién de
TGF-B1 originan un aumento de expresion de CT-1. 3) La CT-1 tanto enddgena como su administracién
exégena producen una mayor fosforilacion de STAT3 y posiblemente de AKT, lo que origina una
disminucién de la apoptosis y de la fibrosis tubulointersticial. 4) La mayor fosforilacién de STAT3 producida
via CT-1 origina una disminucion del estrés oxidativo. 5) La disminucién del estrés oxidativo da lugar a una
menor activacién de NF-«B, originando una menor respuesta inflamatoria y migraciéon y proliferacion de
miofibroblastos dando lugar a una menor fibrosis tubulointersticial. Las flechas moradas indican los
efectos iniciales de la OUU. Las flechas verdes indican los efectos generados por la CT-1. Las flechas con
linea de puntos indican posibilidad. Las flechas mds gruesas indican mayor efecto. AKT: proteina quinasa
B, Bcl-2: célula B leucemia/linfoma 2, COX-2: cicloxigenasa-2, CT-1: cardiotrofina-1, ICAM-1: molécula de
adhesiéon intracelular 1, IL-10: interleuquina-10, iNOS: oxido nitrico sintasa inducible, MMP2:
metaloproteasa-2, MnSOD: superdxido dismutasa dependiente de manganeso, NF-xB: factor de
transcripcion nuclear-kB, OUU: obstruccion ureteral unilateral, STAT3: transductor de sefial y activador
de transcripcién 3, VCAM-1: molécula de adhesidn vascular 1.



2. CT-1 en la hipertrofia de células epiteliales tubulares en cultivo

La hipertrofia renal compensadora es el incremento del tamano y la funcién renal en
circustancias en las que hay una reduccién del nimero de nefronas, de manera que se recupera
la funcién renal completa. Esta situacion se puede originar por diferentes causas: congénitas,
agenesia renal unilateral o nefrectomia unilateral asi como en la nefropatia obstructiva, en la
que el rifidn NO puede mantener o aumentar su funcién debido a una hipertrofia compensadora
funcional y anatdmica (Klahr, 2000; Klahr & Morrissey, 2002). Este proceso de hipertrofia se
produce sobre todo en los tubulos proximales de la corteza renal aunque también ocurre en los

glomérulos (Fong et al, 2014).

El primer efecto descrito de la CT-1 fue su papel hipertréfico en cultivos de
cardiomiocitos (Pennica et al, 1995a), aunque los mecanismos implicados en este proceso no
estan del todo claros. Varios autores han sefialado la activacidn de la via JAK/STAT (Railson et al,
2002; Tian et al, 2004) como la responsable de dicho efecto hipertréfico mientras que otros
implican a la via de MEK/ERK (Takahashi et al, 2005) o la expresidn de GATA 4 (He-nan et al,
2009) o de hsp56 (Jamshidi et al, 2004). Otros estudios sugieren que ERK podria despempefiar

un papel indirecto en este proceso por regulacion negativa de STAT3 (Tian et al, 2004).

Nuestros resultados indican que tanto la CT-1 enddgena como su administracién
exogena ejercen un efecto hipertréfico en las células epiteliales tubulares en cultivo. También
hemos observado que la activacion de la via JAK/STAT3 participa en este efecto hipertréfico de
la CT-1, como se ha visto previamente en cardiomiocitos (Railson et al, 2002; Tian et al, 2004).
La estimulacién con CT-1 también activa AKT, que podria participar en este efecto hipertrdfico,
aunque se necesitan experimentos adicionales para confirmar su participacion. Por otro lado, el
menor tamafio observado en las células CT-17" en condiciones basales puede ser debido a que
la ausencia de CT-1 origine una menor activacion de STAT3 y por consiguiente una menor
induccion de genes hipertroficos, aunque también se necesitan estudios adicionales para

corroborar esta hipoteis.
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3. CT-1 en la glomerulonefritis

El modelo de glomerulonefritis inducida por SNT reproduce algunas de las
caracteristicas patoldgicas de la glomeruloneftritis crescéntica humana, asociada con el depésito
en los glomérulos de anticuerpos contra la membrana basal glomerular. En este proceso se
origina un dafio de las células glomerulares intrinsecas, incluyendo los podocitos, infiltracién de
leucocitos, respuesta inflamatoria, glomeruloesclerosis, fibrosis intersticial, y proliferacién

extracapilar con formacion de semilunas (Pippin et al, 2009; Tam et al, 1999).

En este modelo experimental no observamos un aumento de expresion de CT-1 tras el
desarrollo de la enfermedad, sino una disminucién en la expresion de CT-1 en las células que se
encuentran entre el ovillo glomerular y la cdpsula de Bowman. Esta disminucion en la expresion
de CT-1 se aprecia fundamentalmente alrededor del ovillo glomerular, y es directamente
proporcional a la progresion del dafio glomerular. Como han apuntado otros autores en este
modelo experimental (Tam et al, 1999; Vasilopoulou et al, 2016), a los 21 dias aparece un dafio
glomerular severo (colapso de los capilares, glomeruloesclerosis, adhesion del ovillo glomerular
a la capsula de Bowman o hiperplasia epitelial) y una disminucién de la funcién renal, mientras
que a los 7 dias este dafio glomerular es intermedio y la funcion renal esta mas preservada. Asi,
la disminucidn en la expresion de CT-1 que detectamos en la zona glomerular puede ser debida
a que en el curso de la enfermedad se produce un dafio y pérdida de células glomerulares, lo

gue origina una menor sintesis de CT-1 por parte de éstas células.

Esta menor expresion de CT-1 en la zona glomerular podria contribuir a una peor
progresién de la enfermedad, y por tanto su administracion exdgena podria reducir la severidad
de las alteraciones originadas en la funcidn renal, inflamacidn y fibrosis tras la administracion de
SNT. Asi, se ha observado en higado que tras isquemia/reperfusidn disminuye la expresién de
CT-1 en hepatocitos, y su administracion exdgena protege frente a ese dafio (Iniguez et al, 2006;

Marques et al, 2007).

La administracién de SNT reduce la funcién renal (Pippin et al, 2009; Tam et al, 1999).
En nuestro estudio lo hemos confirmado observando un aumento de albuminuria, creatinina
plasmatica y BUN y una disminucion en el aclaramiento de creatinina. Nuestros resultados
indican que la administracion de CT-1 previene la albuminuria inducida por la administracién de

SNT; otros parametros de la funcion renal, como la creatinina plasmatica y el BUN, mejoran de
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manera leve tras la administracion de CT-1. De este modo, la administracion de CT-1 también
parece ejercer un papel protector frente a las alteraciones producidas en la funcién renal por
este modelo experimental. Este efecto protector parece ser debido a su influencia en la

infiltracién de macréfagos y la consecuente respuesta inflamatoria.

La acumulacién de los macréfagos esta relacionada con el desarrollo de la
glomerulonefritis crescéntica; asi, la deplecion de los macréfagos disminuye el nimero de
semilunas glomerulares, mejora la funcién renal y disminuye la proteinuria (Duffield et al, 2005).
Ademas, estos autores observaron un dafio tubular atenuado asociado con una disminucion de
la apoptosis tubular y una disminucidn en la fibrosis intersticial debida a la menor acumulacion
de miofibroblastos (Duffield et al, 2005). En nuestro estudio hemos observado que la
administracion de SNT aumenta el nimero de macrdfagos activados en la zona periglomerular,

aumento que se reduce notablemente tras la administracion de CT-1.

Durante el dafio glomerular se produce activacion de NF-kB; estudios en modelos
experimentales de glomerulonefritis muestran que la inhibicidon o bloqueo de la activacién de
NF-kB ejerce efectos beneficiosos mediante la reduccién de proteinuria, de lesiones
glomerulares y de la infiltracion de monocitos (Lopez-Franco et al, 2002; Sanz et al, 2010). Por
ello, la disminucién del nimero de macrofagos observada en nuestro estudio podria deberse a
una menor activacion de NF-kB, aunque necesitariamos experimentos adicionales para

demostrar esta afirmacion.

Durante la nefritis nefrotdxica, los podocitos cambian su fenotipo de célula diferenciada
a célula migratoria que forma puentes entre el ovillo glomerular y la capsula de Bowman (Le Hir
et al, 2001) y puebla las semilunas glomerulares contribuyendo asi a su formacion (Moeller et
al, 2004; Thorner et al, 2008). En este modelo experimental, el aumento de la infiltraciéon de
podocitos hacia la capsula de Bowman estd asociado con un mayor dafio glomerular y
progresion de la enfermedad (Vasilopoulou et al, 2016). En nuestro estudio hemos observado
que la administracion de SNT redistribuye los podocitos desde el ovillo glomerular (donde en
condiciones normales contribuyen a la integridad de la barrera de filtracién glomerular) hacia la

capsula de Bowman, y el tratamiento con CT-1 frena esta redistribucion de los podocitos.

El aumento de la migracidon de podocitos in vitro tras el silenciamiento de CT-1 esta
asociado con una disminucién en la distribucién de los filamentos de actina en fibras de estrés

y una disminucion en la actividad de Cdc42. Aunque se ha relacionado la diminucidn de las fibras



de estrés de los podocitos con un aumento de su motilidad celular (Wang et al, 2012a), otros

autores han relacionado este aumento de motilidad con un aumento de las fibras de estrés
(Asanuma et al, 2006; Vasilopoulou et al, 2016); con lo cual una alteracidon en la organizacién de
los filamentos de actina bien sea por un aumento o disminucién de sus fibras de estrés esta
relacionado con un dafio glomerular (Kistler et al, 2012; Welsh & Saleem, 2011). Cdc42 regula
fundamentalmente la direccidn de la migracién (Raftopoulou & Hall, 2004), y la activacion de
Cdc42 puede incrementar la migracion de los podocitos (Gee et al, 2013), aunque otros autores
no han encontrado diferencias en la activacion de Cdc42 en podocitos en los que estaba
aumentada la migracion (Vasilopoulou et al, 2016). Ademss, el silenciamiento de Cdc42 en una
linea celular de cancer de mama disminuye la migracidn, y en otras 2 lineas celulares la aumenta
inhibiendo la via de ERK1/2 (Zuo et al, 2012). Estos resultados aparentemente contradictorios
pueden deberse a que la modulacién de la activacién de Cdc42 es diferente segln el contexto
bioldgico, ya que las Rho GTPasas regulan numerosas sefiales de transduccion relacionadas con
el citoesqueleto de actina y con la polaridad celular, transcripciéon génica, dinamica de los
microtubulos y vias de transporte vesicular (Etienne-Manneville & Hall, 2002), y también regulan
las MAP quinasas ERK1/2, JNK y p38 de una manera diferente segun el tipo celular (Bishop &
Hall, 2000) (Zugasti et al, 2001).

La menor cantidad de podocitos que se infiltran hacia la cdpsula de Bowman tras el
tratamiento con CT-1 favorece la integridad de la barrera de filtracién glomerular, con lo cual
este tratamiento ayuda a preservar la funcion renal, y por otro lado reduce la formacién de las

semilunas glomerulares que evolucionan hacia la fibrosis.

Asi, el menor grado de glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial observado en los
ratones tratados con CT-1 tras la administracién de SNT puede deberse tanto al menor nimero
de macrofagos activados en el espacio periglomerular, que a su vez promueve una menor
acumulacién de miofibroblastos activados, como a la menor infiltracion de podocitos hacia la
capsula de Bowman que origina una menor formacién de semilunas y como consecuencia un

menor grado de fibrosis.

Por otro lado, cabe destacar la importancia funcional de RhoA en la funcién glomerular:
la sobreexpresion de RhoA en podocitos induce proteinuria (Wang et al, 2012b; Zhu et al, 2011),
mientras que su inhibicion reduce el dafio renal en modelos experimentales de nefrectomia

(Babelova et al, 2013) y de glomerulonefritis crescéntica (Hidaka et al, 2008) in vivo. En nuestro



estudio la estimulacion con CT-1 reduce la actividad de RhoA en podocitos en cultivo, lo que
podria explicar en parte el efecto beneficioso de la administracion de CT-1 en el dafio renal tras

la administracion de SNT.

En resumen, la administracion de CT-1 disminuye la inflamacion periglomerular,
glomeruloesclerosis, fibrosis intersticial y las alteraciones en la funcién renal inducidas tras
administracion de SNT. Este efecto protector de la CT-1 puede deberse a la disminucién de la
activacion de NF-kB y una menor respuesta inflamatoria, asi como por la modulacion de la

redistribucidn de los podocitos.
Relevancia de este estudio

Esta tesis doctoral muestra la implicacion de la CT-1 en el desarrollo de la fibrosis
tubulointersticial y de la glomerulonefritis nefrotdxica. Por un lado, estos resultados facilitan
una mayor comprension de los mecanismos de regulacién de la fibrosis renal y glomerulonefritis
por parte de la CT-1 tanto en modelos in vivo como in vitro. Por otro lado, los datos sobre el
efecto del tratamiento con CT-1 en los modelos in vivo pueden abrir un nuevo campo de
investigacion sobre el posible papel terapéutico de la administracion de CT-1 en la ERC tanto de
origen tubular como glomerular. La CT-1 podria ser un farmaco potencialmente adecuado para
el control del proceso inflamatorio temprano que se origina en el inicio de la fibrosis

tubulointersticial y de la glomerulonefritis.

El uso terapéutico de la CT-1 viene facilitado por el hecho de que la agencia de control
de farmacos de los Estados Unidos, la FDA (del inglés US Food and Drug Administration) la ha
declarado farmaco huérfano para la proteccion del higado contra el dafio por
isquemia/reperfusion inherente al trasplante hepatico (solicitud de designacién 07—2449) y para
el tratamiento del fallo hepatico agudo (solicitud de designacion 11-3507). La Agencia Europea
de Medicina, la EMA (del inglés European Medicine Agency) también la ha declarado
medicamento huérfano para la prevencién del dafio por isquemia/reperfusién asociado al
trasplante de drganos sélidos (EU/3/06/396) y para el tratamiento de la insuficiencia hepatica
aguda (EU/3/11/893). Ademas, en Estados Unidos se ha registrado en clinicaltrial.gov un ensayo
clinico (NCT01334697) para determinar la seguridad, tolerancia y farmacocinética de la CT-1 en
voluntarios sanos. Todo esto facilitaria el posible uso clinico de la CT-1 para otras aplicaciones,
como las enfermedades renales que se han analizado en esta tesis doctoral, y ademas muestra

la relevancia translacional de este estudio.
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Las conclusiones de este trabajo de tesis doctoral son las siguientes:

1. LaCT-1 ejerce un papel protector frente a la respuesta inflamatoria, apoptosis y fibrosis
renal inducida tras la OUU, debido principalmente a la modulacién de NF-kB y STAT3, y
a la regulacion de la proliferacion y migracion de miofibroblastos.

2. La CT-1 ejerce su accion hipertrofica en células epiteliales tubulares en cultivo a través
de la via JAK/STAT3.

3. La CT-1reduce la fibrosis y mejora la funcion renal en la glomerulonefritis inducida por
SNT, disminuyendo la infiltracién de macréfagos y modulando la migracion vy
reorganizacion del citoesqueleto de podocitos.
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Conclusions “

Based on the results showed in this study, we present the following conclusions:

1. CT-1 exerts a protective effect against the inflammatory response, apoptosis and renal
fibrosis induced by UUO, mainly due to NF-kB and STAT3 modulation and regulation of

myofibroblasts proliferation and migration.

2. CT-1 exerts its hypertrophic role in cultured renal tubular epithelial cells through the

JAK/STAT3 pathway.

3. CT-1 reduces renal fibrosis and improves renal function after NTS-induced
glomerulonephritis, decreasing macrophage infiltration and modulating podocyte

cytoskeleton reorganization and migration.
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INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) comprises a group of pathologies characterised by a
progressive decrease in glomerular filtration rate that eventually leads to renal failure. CKD may
start in renal tubules and interstitium (tubulointerstitial diseases), in the glomeruli (glomerular
diseases) or in the vascular tree (renovascular diseases) (Lopez-Novoa et al, 2010).
Tubulointerstitial fibrosis, the major determinant of CKD is characterised by tubular cell
apoptosis followed by tubular atrophy, inflammatory cell infiltration including lymphocytes and
macrophages, excessive deposition of extracellular matrix (ECM) in the renal interstitium
possibly due to fibroblast accumulation (Grande & Lopez-Novoa, 2009) and rarefaction of the
peritubular microvasculature (Zeisberg & Neilson, 2010). Glomerular disease involves
morphological changes in podocytes resulting in defective filtration and proteinuria
accompanied by inflammation and fibrosis (Greka & Mundel, 2012; Kurts et al, 2013). Several

cytokines are necessary to induce these pathologic processes.

Cardiotrophin-1 (CT-1) is a member of the interleukin-6 family of cytokines originally
identified as a protein capable of inducing hypertrophy in neonatal ventricular cardiomyocytes
through the JAK/STAT pathway (Pennica et al, 1995). CT-1 signaling pathway includes
glycoprotein 130 (GP130) and leukemia inhibitory factor receptor (LIFR) (Pennica et al, 1996)
and interactions with the JAK/STAT, MAPK ERK1/2 and PI3K/AKT pathways. CT-1 mRNA is
expressed in several tissues including the heart, lung, kidney, brain, liver and skeletal muscle

(Pennica et al, 1995).

CT-1 has a protective effect in several organs, as it promotes survival of cardiomyocytes
(Liao et al, 2002; Railson et al, 2000) and neurons (Oppenheim et al, 2001), and exerts
antiapoptotic effects in different experimental models of liver, renal and neuronal damage
(Aguilar-Melero et al, 2013; Bustos et al, 2003; Garcia-Cenador et al, 2013; Peng et al, 2010). In
addition, administration of CT-1 provides protection against ischaemia/reperfusion liver damage
(Iniguez et al, 2006), hepatic failure (Ho et al, 2006) and hepatitis of viral origin (Tunon et al,
2011). Some reports have shown that CT-1 attenuates the expression of proinflammatory
cytokines, such as interleukin-1p (IL-1B) or tumor necrosis factor alpha (TNF-a) in several models
of tissue damage, including a model of endotoxemia (Benigni et al, 1996) in orthotopic liver
transplantation (Aguilar-Melero et al, 2013) and in a model of ischaemia/reperfusion renal injury

via nuclear factor-kB (NF-kB) inhibition (Garcia-Cenador et al, 2013). CT-1 prevents renal toxicity



induced by iodinated contrast media in rats (Quiros et al, 2013) as well as gentamicin-induced
nephrotoxicity (Quiros et al, 2016). However, little is known about the precise role of CT-1 in the

development of tubulointerstitial and glomerular damage.

Thus, the aim of our study has been to elucidate the role of CT-1 in the development of

tubulointerstitial fibrosis, tubular hypertrophy and glomerular damage.
METHODS

To assess the role of endogenous and exogenous administration of CT-1 in
tubulointerstitial fibrosis, we have performed unilateral ureteral obstruction (UUO)- an
experimental model of tubulointerstitial fibrosis- in CT-1 deficient mice and their respective
controls. On the other hand, to elucidate the role of CT-1 on ECM synthesis, proliferation and

migration, we generated primary cultures of myofibroblast isolated from these mice.

The role of CT-1 in tubular hypertrophy and proliferation was analysed with primary

cultures of tubular epithelial cells isolated from CT-17- and CT-1*/* mice.

We have studied the role of CT-1 in a mouse model of nephrotoxic serum-induced
glomerulonephritis (NTS). Moreover, we have analysed the role of CT-1 on migration,

proliferation and the actin cytoskeleton organization in mature mouse podocytes.

RESULTS AND DISCUSION

1. CT-1deficiency is associated with a higher degree of tubulointerstitial fibrosis
We observed that CT-1, LIFR and GP130 are expressed in kidney.

CT-1 is upregulated in the obstructed (O) kidneys after UUO (figure 1), as assessed by
qPCR and immunohistochemistry. O kidneys from CT-17-mice develop more fibrosis after UUO
than O kidneys from CT-1*/* mice, evaluated by Masson’s trichrome and Sirius Red staining, total
collagen synthesis and by the protein expression of collagen |, fibronectin and CTGF. Moreover,
O kidneys from CT-1/* mice show more expression of p-STAT3 and more matrix
metalloproteinase-2 activity than O kidneys from CT-17" mice (figure 1), which leads to a higher
degradation of ECM proteins. All these data show that CT-1 deficiency increases UUO-induced

tubulointerstitial renal fibrosis.
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Figure 1. Effects of cardiotrophin-1 (CT-1) deficiency in interstitial fibrosis after 15 days of unilateral
ureteral obstruction. A) Quantification of CT-1 mRNA levels in non obstructed (NO) and obstructed (O)
kidneys from CT-1*/* mice. B) Representative images of CT-1 immunohistochemistry in NO and O kidneys
from CT-1*/* mice. C) Total collagen synthesis in O kidneys from CT-1** and CT-17" mice. Masson’s
trichrome (D) and Sirius Red staining (E) in NO and O kidneys from CT-1** and CT-17- mice. F) Image-Pro
Plus quantification of Sirius red stained area. (G) Collagen | mRNA levels in O kidneys from CT-1** and CT-
17" mice. Western blot analysis of fibronectin, CTGF, collagen | (H) and p-STAT3 protein expression in O
kidneys from CT-1** and CT-17- mice. J) Gelatin zymography analysis of metalloproteinase-2 (MMP2)
activity in O kidneys from CT-1**and CT-17" mice. Data represent the average + S.E.M. CT-1** NO (n=6),
CT-1*/* O (n=6), CT-17" NO (n=6), CT-17 O (n=6). *p<0.05, **p<0.01 vs groups indicated by the line.
Maghnification: 400X.

We evaluated tubular cell injury and apoptosis, interstitial inflammation and
myofibroblast abundance due to the fact that these processes are the key molecular
mechanisms promoting early kidney injury and renal fibrosis in the UUO experimental model

(Ucero et al, 2014). We observed that in the early stages after UUO, O kidneys from CT-17- mice




show higher tubular damage assessed by hematoxylin-eosin staining and higher degree of
apoptosis assessed by cleaved caspase-3 expression and TUNEL staining. Moreover, O kidneys
from CT-17" mice show higher myofibroblast abundance (evaluated by alpha smooth muscle
actin, a-SMA, and vimentin expression). O kidneys from CT-17 mice show lesser expression of
p-STAT3 than O kidneys from CT-1*/* mice which might be related with the increased apoptosis
observed in CT-17 mice (figure 2) as it has been previously described in experimental models of

liver injury (Iniguez et al, 2006; Marques et al, 2007).
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Figure 2. Effects of cardiotrophin-1 (CT-1) deficiency in tubular damage and myofibroblast abundance
after 3 days of unilateral ureteral obstruction. A) Hematoxylin-eosin staining in non obstructed (NO) and
obstructed (0) kidneys from CT-1*/* and CT17 mice and quantification of the tubular damage score.
Western blot analysis of cleaved caspase-3 (B), alpha smooth muscle actin (a-SMA) (E) and p-STAT3 (H)
protein expression. Representative immunohistochemistry images for cleaved caspase-3 (C), a-SMA (F)
and vimentin (G) in O kidneys from CT-1*/* and CT-17"mice. D) Representative images of TUNEL staining
in O kidneys from CT-1**and CT-17-mice. Data represent the average * S.E.M. CT-1*/* NO (n=6), CT-1** O
(n=6), CT-17 NO (n=6), CT-17- O (n=6). *p<0.05 , **p<0.01 vs groups indicated by the line. Magnification:
400X.

Tubulointerstitial fibrosis is conditioned by infiltration of inflammatory cells
(predominantly macrophages and leukocytes) and local expression of different cytokines (such
as TNF-a), chemokines and membrane adhesion molecules (Zeisberg & Neilson, 2010). After 3
days of OUU, O kidneys from CT-17 mice show a higher degree of inflammation than O kidneys
from CT-1**, evaluated by ICAM-1, cycloxigenase-2 (COX-2), inducible nitric oxide synthase

(iNOs) protein expression and Cd68 mRNA expression; these effects may be caused by the



increased activation of NF-kB observed in O kidneys from CT-17" mice compared with CT-1*/*

mice (figure 3).

All these data show that the higher degree or renal fibrosis observed in CT-17" mice with
respect to CT-1* mice may be due to increased apoptosis, macrophage infiltration,
inflammation and myofibroblasts accumulation. Therefore, the increased CT-1 expression

detected after UUO indicates that CT-1 acts as an endogenous protective mechanism against

renal fibrosis.
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Figure 3. Effects of cardiotrophin-1 (CT-1) deficiency in the inflammatory response after 3 days of
unilateral ureteral obstruction. A) Quantification of Cd68 mRNA levels in obstructed (O) kidneys from CT-
1*/* and CT-17" mice. Western blot analysis of ICAM-1, COX-2, p-p65, lkB-a (B) and iNOs (C) protein
expression in O kidneys from CT-1*/* and CT-17" mice. D) Representative immunohistochemistry images
for iNOs in O kidneys from CT-1** and CT-17" mice. Data represents the average + S.E.M. CT-1*/* (n=6), CT-
17 (n=6). *p<0.05, **p<0.01 vs CT-1*/*. Magnification: 400X.



2. CT-1treatment ameliorates tubulointerstitial fibrosis
We administered CT-1 (100 and 400 pg/kg) every 2 days after UUO in CT-1"* mice.

O kidneys from CT-1 treated mice show a significantly lower degree of renal fibrosis than
O kidneys from non treated mice, as assessed by Masson’s trichrome and Sirius Red staining and
by fibronectin, collagen | and CTGF protein expression. Moreover, in the early stages of UUO-
induced disease CT-1 treatment decreases tubular damage (assessed by hematoxylin-eosin
staining) and apoptosis (assessed by cleaved casapase-3 expression and TUNEL staining) and
myofibroblast abundance (assessed by a-SMA and vimentin expression). Regarding the
expression of inflammatory mediators, CT-1 treatment significantly reduces Cd68 and IL-1
mRNA expression, the expression of the cell adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 and COX-
2 and iNOs expression. On the other hand, p-p65 and IkB-a expressions are higher in non-

treated O kidneys than in CT-1 treated O kidneys (figure 4).

All these data indicate that CT-1 treatment ameliorates the early tubular damage and
apoptosis, as well as the inflammatory response and myofibroblast abundance induced by UUO

during three days, which leads to a reduced renal fibrosis in the later stages (15 days) of disease.
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Figure 4. Effects of cardiotrophin-1 (CT-1) treatment in tubulointerstitial fibrosis induced by unilateral
ureteral obstruction (UUO) in CT-1*/* mice. A) Representative immunohistochemistry images for Sirius
Red and Masson’s trichrome staining in obstructed (O) kidneys from CT-1 100 pg/kg and 400 ug/kg treated
mice after 15 days of UUO and quantification by Image-pro Plus. B) Western blot analysis of fibronectin
and CTGF protein expression in O kidneys from CT-1 100 pg/kg and 400 ug/kg treated mice after 15 days
of UUO. C) Representative immunohistochemistry images for hematoxylin-eosin staining in O kidneys
from CT-1 100 pg/kg and 400 pg/kg treated mice after 3 days of UUO and quantification of tubular damage
score. Western blot analysis of cleaved caspase-3 (D), VCAM-1, p-p65, IkB-a (H), ICAM-1 and COX-2 (1)
protein expression in O kidneys from CT-1 100 pg/kg and 400 ug/kg treated mice after 3 days of UUO.
Representative immunohistochemistry images for alpha smooth muscle actin (a-SMA), vimentin (E) and
iNOs (J) in O kidneys from CT-1 100 pg/kg and 400 pg/kg treated mice after 3 days of UUO. G)
Representative images of TUNEL staining in O kidneys from CT-1 100 pg/kg and 400 ug/kg treated mice
after 3 days of UUO. K) Quantification of Cd68 and IL-13 mRNA levels in O kidneys from CT-1 100 pg/kg
and 400 ug/kg treated mice after 3 days of UUO. Data represent the average + S.E.M. 15 days UUO: CT-
1** (n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5), CT-1 400 pg/kg (n=4). 3 days UUO: CT-1** (n=6), CT-1 100 pg/kg (n=5),
CT-1 400 pg/kg (n=6). *p<0.05, **p<0.01 vs CT-1*/*. Magnification: 400X.




3. CT-1 administration in CT-17- mice ameliorates tubulointerstitial fibrosis

CT-1 administration reduces the interstitial renal fibrosis induced after 15 days of UUO
in CT-17" mice, according to Masson’s trichrome, Sirius Red staining and fibronectin, collagen |
and CTGF protein expression. Moreover, O kidneys from CT-1 treated CT-17" mice show lower
myofibroblast abundance than O kidneys from non-treated CT-17" mice, evaluated by a-SMA
and vimentin expression. Regarding the tubulointerstitial damage induced in the early stages of
disease, CT-1 administration ameliorates the tubular damage (evaluated by hematoxylin-eosin
staining) and apoptosis (evaluated by cleaved caspase-3 expression and TUNEL staining) induced
after 3 days of UUO in CT-17 mice. Moreover, CT-1 administration reduces the inflammatory
response as assessed by Cd68 and IL-1p mRNA expression and VCAM-1, IxB-a, COX-2 and iNOs

protein expression (figure 5).

These data show that supplementation of CT-1 levels in CT-17" mice ameliorates the
tubular damage and apoptosis and the inflammatory response induced after 3 days UUO, which

leads to a reduced tubulointerstitial fibrosis in the later stages of disease.

In conclusion, our results show that endogenous CT-1 attenuates the early damage
induced by obstructive nephropathy acting as a protective mechanism against cell apoptosis,
inflammation and renal fibrosis. Although endogenous CT-1 is not enough to restore all the
damage, exogenous administration of CT-1 contributes to provide protection against UUO
induced injury by the same mechanisms of endogenous CT-1. These results suggest that CT-1
treatment may be used as a therapeutic alternative to ameliorate the tubulointestitial fibrosis

induced by obstructive nephropathy.
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Figure 5. Effects of cardiotrophin-1 (CT-1) administration in tubulointerstitial fibrosis induced by
unilateral ureteral obstruction (UUO) in CT-17" mice. A) Representative images for Sirius Red and
Masson'’s trichrome staining in obstructed (O) kidneys from CT-1 100 ug/kg and 400 pg/kg treated CT-17
mice after 15 days of UUO and quantification by Image-pro Plus. B) Western blot analysis of collagen I,
fibronectin and CTGF protein expression in O kidneys from CT-1 100 ug/kg and 400 ug/kg treated CT-17-
mice after 15 days of UUO. C) Representative images for hematoxylin-eosin staining in O kidneys from CT-
1 100 pg/kg and 400 pg/kg treated CT-17"mice after 3 days of UUO and quantification of tubular damage
score. Western blot analysis of cleaved caspase-3 (D), VCAM-1 (H), COX-2, and IkB-a (K) protein expression
in O kidneys from CT-1 100 pg/kg and 400 pg/kg treated CT-17- mice after 3 days of UUO. Representative
immunohistochemistry images for alpha smooth muscle actin (a-SMA), vimentin (E) and iNOs (I) in O
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4. CT-1-deficienct myofibroblasts show increased ECM protein synthesis, migration and

proliferation

Myofibroblasts play a relevant role in renal fibrosis, being responsible for ECM proteins
synthesis (Peng et al, 2010; Strutz & Zeisberg, 2006). We observed that renal myofibroblasts
express CT-1, LIFR and GP130; stimulation with CT-1 40 ng/mL induces STAT3 phosphorylation

in myofibroblasts cultures.
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Figure 6. Role of cardiotrophin-1 (CT-1) in extracellular matrix protein synthesis, proliferation and
migration. Western blot analysis of collagen |, fibronectin (A), pp65 and IkB-a (D) protein expression in
CT-1**and CT-17" renal myofibroblasts after TGF-B1 (1 ng/mL) stimulation. B) Quantification of cells that
migrate into the wound area at 6, 12 and 24 hours in CT-1** and CT-17-myofibroblasts. C) Cell proliferation
measured at 0, 24 and 48 h by the MTT assay in CT-1** and CT-17- myofibroblasts. Data represent the
average * S.E.M of 3 different experiments. *p<0.05, **p<0.01 vs groups indicated by the line.

CT-17 renal myofibroblasts show a higher expression of collagen | and fibronectin, both

in basal conditions and after TGF-B1 stimulation (1 ng/mL), than CT-1** renal myofibroblasts. On



the other hand, CT-17 myofibroblasts proliferate and migrate more than CT-1*/* myofibroblasts

in basal conditions.

These in vitro data indicate that CT-1 deficiency in renal myofibroblasts promotes a
profibrotic phenotype which could be mediated by the NF-xB pathway, as we have observed
higher NF-kB activation in CT-17 myofibroblasts than in CT-1** myofibroblasts in basal
conditions and after TGF-B1 stimulation (1 ng/mL). These results support the in vivo observed

effects in which CT-17 mice showed higher degree of renal fibrosis after UUO than CT-1*/* mice.
5. CT-1 exerts a hypertrophic effect in renal tubular epithelial cells

We assessed that renal tubular epithelial cells from CT-17 and CT-1** mice express CT-
1, LIFR and GP130; stimulation with CT-1 (40 ng/mL) induced STAT3 and AKT phosphorylation.
CT-1 (40 ng/mL) induces hypertrophy in both CT-1*/* and CT-17 epithelial cells through
JAK/STAT3 pathway as it has been previous described in cardiomyocytes (Railson et al, 2002;
Tian et al, 2004). STAT3 inhibition with S31-201 reverts the CT-1-induced hypertrophy. Moreover,
CT-1 deficiency leads to a reduced cell area in basal conditions possible due to a lower STAT3

activation in these cells (figure 7).
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Figure 7. Role of cardiotrophin-1 (CT-1) in tubular epithelial cells hypertrophy. A) Representative
phalloidin immunofluorescence in CT-1** and CT-17" cells in basal conditions and after 48 hours of CT-1
(40ng/mL) stimulation; area quantification by Fiji software and quantification of protein/DNA ratio.
Magnification: 50X B) Representative phalloidin immunofluorescence in CT-1** cells in basal conditions
and after S31-201 (50 uM) or CT-1 (40 ng/mL) stimulation; area quantification by Fiji software.
Magnification: 100X. C) Western blot analysis of p-STAT after CT-1 (40 ng/ml) stimulation in CT-1** and
CT-17 cells. Data represent the average + S.E.M of 3 different experiments. *p<0.05, **p<0.01 vs groups
indicated by the line.

6. CT-1treatment ameliorates glomerulonephritis induced by nephrotoxic serum (NTS)

Healthy kidneys show significantly higher CT-1 expression around the glomerulus than
diseased kidneys, suggesting that there is a downregulation of CT-1 glomerular expression in the

NTS model, probably caused by the loss of glomerular cells after NTS administration.

CT-1 treatment improve the renal function according to the reduced albuminuria
observed in CT-1 treated mice compared with non-treated animals. Moreover, CT-1 treated
mice show reduced glomeruloesclerosis and interstitial fibrosis assessed by Sirius Red staining

(figure 8).
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Figure 8. Effects of cardiotrophin-1 (CT-1) treatment in glomerulonephritis induced by
nephrotoxic serum (NTS). A) Representative immunohistochemistry images for CT-1 in kidneys 7
and 21 days after NTS administration; quantification of CT-1 expression score. Control (n=6), NTS
7 days (n=6), NTS 21 days (n=5). B) Representative images for Sirius Red staining in kidneys 21
days after NTS and CT-1 (400 pg/kg) administration, and quantification by image-pro Plus. C)
Twenty-four—hours albumin excretion in urine 21 days after NTS and CT-1 (400 pg/kg)
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after NTS and CT-1 (400 ug/kg) administration. E) Representative images of glomeruli stained for
WT1 in kidneys 21 days after NTS and CT-1 (400 ug/kg) administration. Data represent the average
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CT-1 treatment also reduced periglomerular inflammation assessed by the number of
F4/80+ (macrophage marker) positive cells. On the other hand, CT-1 treatment reduced the NTS-
induced redistribution of podocytes (assessed by WT1 immunofluorescence) from the
glomerular tuft toward the Bowman’s capsule, where they contribute to the integrity of the

filtration barrier (figure 8).

Summarizing, CT-1 treatment improves renal function and renal fibrosis in the NTS-
induced glomerulonephritis experimental model, probably as a consequence of the reduced

inflammation and podocyte redistribution observed in CT-1 treated mice.
7. CT-1 affects migration and shape of podocytes

Podocytes play a key role maintaining glomerular function; hypermotility, hypomotility
and abnormalities of the podocyte actin cytoskeleton could lead to foot process effacement and
proteinuria (Welsh & Saleem, 2011). We previously described the effect of CT-1 in podocyte

redistribution after NTS administration.

We demonstrated that CT-1, LIFR and GP130 are expressed in primary cultures of

podocytes and in immortalised mature mouse podocytes.

We transfected immortalised mouse podocytes with siRNA against CT-1. Knockdown of
endogenous CT-1 does not affect podocyte viability but significantly increases migration after
24 hours, reduces the percentage of cells with stress actin fiber organization and reduces Cdc42

activity. Moreover, knockdown of CT-1 reduces cellular area (figure 9).

Exogenous administration of CT-1in these cells does not modify viability, motility or the
percentage of cells with stress actin fiber organization, but reduces RhoA activity, and increases

cell area (figure 9).

Therefore, CT-1 deficiency modifies podocytes functionality, increases migration and
alters stress fiber organization and cellular area possibly because of the reduced Cdc42 activity.

On the other hand, CT-1 stimulation does not modify migration and stress fiber organization.
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Figure 9. Effects of the absence (A) and stimulation (B) with cardiotrophin-1 (CT-1) in podocyte
migration, viability and cytoskeleton structure. Podocyte migration after knockdown of endogenous CT-
1 or after CT-1 stimulation was assessed by a wound-healing assay. Cell viability after knockdown of
endogenous CT-1 or CT-1 stimulation was assessed by MTT assay. Representative phalloidin
immunofluorescence in podocytes after knockdown of endogenous CT-1 or after CT-1 stimulation; the
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area (by Fiji software) were quantified. Quantification of active RhoA and active Cdc42. Data represent
the average + S.E.M of 3-5 different experiments. *p<0.05, **p<0.01 vs groups indicated by the line.
Magnification: 200X.



CONCLUSIONS

Based on the results showed in this study, we present the following conclusions:

1. CT-1 exerts a protective effect against the inflammatory response, apoptosis and renal
fibrosis induced by UUO, mainly due to NF-kB and STAT3 modulation and regulation of

myofibroblasts proliferation and migration.

2. CT-1 exerts its hypertrophic role in cultured renal tubular epithelial cells through the

JAK/STAT3 pathway.

3. CT-1 reduces renal fibrosis and improves renal function after NTS-induced
glomerulonephritis, decreasing macrophage infiltration and modulating podocyte

cytoskeleton reorganization and migration.
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