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RESUMEN

Las enfermedades renales se definen por la pérdida de proteina en la orina, pueden ser
ocasionadas por varias entidades patoldgicas resultando en un proceso inflamatorio que
puede ocasionar glomerulonefritis, que es comun entre los diferentes tipos de dafio renal.
El gen del tumor de Wilm’s (WT1) codifica para un factor de transcripcion que modula
la expresion de Nefrina y Podocalixina, proteinas necesarias para la estabilidad del
podocito y la filtracién glomerular. En pacientes con sindrome nefrético resistentes a
corticoesteroides, se ha observado una disminucién y des-localizaciéon nuclear de WTI,
por lo que el objetivo de esta tesis fue determinar el efecto de citocinas proinflamatorias
sobre el patréon de expresion de WTI, proteinas moduladas y su relaciéon con las
enfermedades renales en un modelo murino. Para inducir la inflamacién se formaron 6
grupos que se les administré con Lipopolisacdrido (LPS) y fueron analizados a
diferentes tiempos (12, 24, 36, 48 y 72 h) y un grupo control con solucién salina. El
dafio renal se determiné mediante histologia presentando proliferacion de células
mesangiales, se cuantificaron proteinas totales en orina por el método de Lowry y la
albimina mediante SDS-PAGE mostrando una mayor concentracion a las 24 y 36 h
posterior al tratamiento. La concentraciéon de TNFa, IL-1p e IL-6 en suero de ratones se
determiné mediante ELISA, con una mayor concentracién a las 36 h para TNFa
(4.4440.1 ng/mL) e IL-1PB (17£0.5 ng/mL) estadisticamente significativa comparado con
el grupo control (2.3+0.2; 742, con p<0.05) con un increment6 de IL-6 a las 12 h
(49.96+5 ng/mL, p<0.0001). Los resultados mostraron la disminuciéon del RNAm por
RT-PCR y la proteina de WT1 mediante Western blot a lo largo del proceso
inflamatorio, asi como una deslocalizacion nuclear y fosforilacion de la proteina por
Inmunofluorescencia e Inmunihistoquimica, mostrando una disminucién en la expresion
del RNAm de Nefrina. Por lo tanto, el proceso inflamatorio juega un papel importante
en el dafio renal principalmente por las citocinas proinflamatorias IL-18 y TNFa que
modulan post-transcripcionalmente a WTI1 suprimiendo su funcién de factor de
transcripcién que conduce a la disminucién de las principales proteinas que forman la
barrera de filtracion y conduciendo a la pérdida de proteinas a través de la orina como
principal sintoma de falla renal. Por lo que posteriormente se pretende determinas si las
citocinas proinflamatorias modulan la expresion de proteinas antiinflamatorias como IL-
10 a través de WT1 en rindn.

Xv



ABSTRACT

Renal diseases are defined by the loss of protein in the urine, can be caused by several
pathological entities resulting in an inflammatory process that can cause
glomerulonephritis, this inflammatory process is common among different types of
kidney damage. The Wilm's tumor gene (WT1) codes for a transcription factor that
modulates the expression of Nephrin and Podocalyxin, proteins necessary for podocyte
stability and glomerular filtration, in patients with corticosteroid-resistant nephrotic
syndrome, a decrease has been observed and nuclear de-localization of WT1, so the
objective of this work was to determine the effect of proinflammatory cytokines on the
expression pattern of WT1, modulated proteins and their relationship with renal diseases
in a murine model. Six groups were formed to which 8 mg/kg of Lipopolysaccharide
(LPS) was administered and analyzed at different times (12, 24, 36, 48 and 72 h) and the
control group was administered saline solution. Renal damage was determined by
histology showing mesangial proliferation and infiltration of inflammatory cells, total
proteins were quantified in urine by the Lowry method and albumin by SDS-PAGE
showing a higher concentration at 24 and 36 h after treatment. The concentration of
TNFa, IL-1PB and IL-6 in the sera of mice was determined by the ELISA test, with a
higher concentration at 36 h for TNFa (4.44 + 0.1 ng /mL) and IL-1B (17 £ 0.5 ng / mL)
statistically significant compared to the control group (2.3 + 0.2, 7 + 2, with p <0.05)
with an increase in IL-6 at 12 h (49.96 + 5 ng/mL, p <0.0001). In this study, the decrease
in RNAm was found by RT-PCR and the WT1 protein by Western blot along the
inflammatory process, as well as a nuclear delocalization and phosphorylation of the
protein by Immunofluorescence and Immunohistochemistry, respectively, showing a
decrease in the expression of Nephrin RNAm. Therefore the inflammatory process plays
an important role in renal damage mainly by the pro-inflammatory cytokines IL-1B and
TNFa that modulates post-transcriptionally to WT1 suppressing its transcription factor
function that leads to the decrease of the main proteins that form the filtration barrier and
leading to the loss of proteins through the main urine symptom of renal failure.
Therefore, in the future, we intend to determine whether proinflammatory cytokines
modulate the expression of antiinflammatory proteins such as IL-10 through WTI in the

kidney.
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1. INTRODUCCION

La afeccion renal es un problema de salud publica con una creciente incidencia y
prevalencia, con altos costos en el diagndstico y tratamiento. De acuerdo a la
Organizacién Mundial de la Salud se registran 830 000 muertes cada afio, ocupando el
lugar 12 en defunciones. En las enfermedades renales generalmente hay un dafo en la
membrana de filtracion, lo que permite el escape de proteinas hacia la orina. Dentro de
las principales entidades patologicas se encuentran alteraciones autoinmunes,
metabolicas, genéticas e infecciosas provocadas por virus, hongos y bacterias. Los
lipopolisacaridos (LPS) de Escherichia coli funcionan como ligandos de receptores tipo
Toll (TLR) induciendo inflamacién sistémica, resultando en glomerulonefritis y
albuminuria, asociados con la produccién de citocinas proinflamatorias y una
disminucion del RNAm del nefrina, proteina de adhesion presente en el diafragma de
filtracién, cuya expresion es regulada positivamente por el gen del tumor de Wilm’s
(WT1). WT1 se encuentra localizado en el cromosoma 11p13, consta de 10 exones y
genera un RNAm de 3 kb con tres sitios de inicio de la traduccidn, lo que da origen a
tres isoformas principales de diferente peso molecular (36-38, 52-54 y 62-64 kDa).
Ademas, presenta 2 eventos de splicing alternativo, uno en el exén 5, donde se insertan o
eliminan 17 aminodcidos, y el otro en el exén 9, donde se insertan o remueven 3
aminodcidos: lisina, teronina y serina (£ KTS) entre tercer y cuarto dedo de zinc,
generando las isoformas conocidas como A (WT1-/-), B (WTI1+/-), C (WTI1-/+) y D
(WT1 4/4). WTI juega un papel central en el desarrollo del sistema genitourinario, de
tal forma que se han asociado mutaciones heterocigotas en este gen con tres sindromes
llamados WAGR (Tumor de Wilm’s, aniridia, anormalidades genitourinarias y retraso
mental), sindrome Denys Drash y sindrome Fresier; en el adulto, WT1 mantiene
expresion basal en podocitos, donde es considerado un gen maestro que modula més del
50% de las proteinas especificas como nefrina y podocalixina y se ha reportado que la
disminucién y deslocalizacién de WT1 en pacientes con Sindrome Nefrético resistentes
a terapia antiinflamatoria resulta en el desprendimiento del podocito, lo cual es una

caracteristica comun de diversas nefropatias.



Debido a lo anterior el propdsito de esta tesis es determinar el efecto del proceso
inflamatorio sobre el patrén de expresion de WT1, las proteinas moduladas por éste y su

relacion con las afecciones renales.



2. ANTECEDENTES

2.1. Epidemiologia de la enfermedad renal

La enfermedad renal es un problema de salud publica con una creciente incidencia y
prevalencia con altos costos en su diagndstico y tratamiento (Katagiri et al., 2013). De
acuerdo al reporte de la Organizacion Mundial de la Salud y el proyecto de carga global
de la enfermedad, las enfermedades renales y del tracto urinario son responsables de
aproximadamente 830,000 muertes cada afio, ocupando el lugar 12 como causa de
defuncion en todo el mundo y el lugar 17 en cuanto a discapacidad. En México 11,955

defunciones ocupando el lugar 11 en el afio 2012 (Schieppati et al., 2005; INEGI 2014).

2.2. Rifidn: estructura y funcion
Los rifiones son los 6rganos principales del sistema excretor, estdn situados a ambos
lados de la columna vertebral por debajo del diafragma y el higado. Un rifién de adulto
pesa aproximadamente 160g con 11 cm de largo y de 5 a 7 cm de grosor, contiene una

capsula fibrosa transparente que envuelve cada rifion y da un aspecto fresco y brillante.

Los rifiones estdn constituidos por tres regiones: una corteza renal (regiéon mds externa)
medula renal y pirdmides medulares (Figura 1). Los cdlices recogen la orina a la pelvis

renal, fluye por el uréter hasta un almacenamiento temporal llamado vejiga.

La funcién de los rifiones es la filtracién de la sangre para la eliminacién de productos
de desechos como urea y creatinina, regula la concentracion de electrélitos como Na*,

K*y HCO3, pH y el volumen del plasma sanguineo.

Cada rifién esta constituido por mds de un millén de nefronas, estas son las unidades
funcionales del rifién, cada nefrona contiene un glomérulo y un tdbulo renal (Stuart;

Elaine 2008, Anatomia y Fisiologia Humana).



Corteza renal

Médula renal

Nefrona

Piramide renal
Columna renal +=
Pelvis renal

Papila renal

Papila
renal

Caliz menor

Figura 1. Estructura del rifion. Rifién seccionado que ilustra su morfologia del rifién. Nefronas
corticales (Tomado de Stuart Ira Fox).

2.3. Estructura y funcion del glomérulo

Los glomérulos son el componente central de las nefronas y constituyen el 10% del
tejido renal, estos contienen una microvasculatura que contiene tres tipos de células
altamente especializadas que son: células endoteliales fenestradas, células mesangiales y
podocitos que conjuntamente forman una barrera permeable a través de la cual se filtra

la sangre y se produce la orina (Takemoto M et al., 2002).

La filtracion glomerular depende del tamafio de las moléculas, impidiendo el paso de
macromoléculas y en funcion de la electronegatividad de la pared capilar. La existencia
de cargas es alta en la superficie de las células endoteliales, por lo que las moléculas
cargadas negativamente la atraviesan con mayor dificultad y dado que la mayoria de las
proteinas séricas tienen carga negativa a un pH normal, estas tienden a ser rechazadas
por fuerzas electrostaticas cuando intentan atravesar la barrera de filtracion glomerular,
independiente de su peso molecular. La barrera de filtracion lo constituyen células

epiteliales de la cadpsula de Bowman, células del mesangio, células endoteliales y células



epiteliales glomerulares (podocitos), capaces de responder a estimulos vasomotores con
el fin de regular la filtracién glomerular. En la fisiopatologia de la proteinuria se ha

implicado a la membrana basal y al podocito (Arrizabalaga 2005) Figura 2.
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Figura 2. Estructura del glomérulo. Estructura de un glomérulo normal sin lesién en podocitos (Tomado
de Fogo, 2011).

2.3.1. Podocito

El podocito es la célula epitelial visceral altamente especializada y fundamental para
mantener la estructura y funcién normal del glomérulo, estos actian como un filtro para
macromoléculas y son fundamentales para la permeabilidad selectiva, rodea la superficie
del capilar glomerular a través de los pedicelos, los cuales se interdigitan con los
pedicelos de podocitos vecinos. Los podocitos junto con las células endoteliales de los
capilares forman su propia ldmina basal donde se fusionan para formar la Membrana
Basal Glomerular (MBG) que proporcionan estabilidad estructural. La MBG es una
estructura laminar contintia formada principalmente por moléculas como glicoproteinas
como es el coldgeno tipo IV, laminina, fibronectina, entactina, proteoglicanos como el

heparan sulfato y la arginina (Arrizabalaga 2005).



El espacio entre los pedicelos forma hendiduras de filtracién denominadas diafragmas de
filtraciéon (DF) (Sinha y Bagga 2012). Los podocitos son células altamente diferenciadas
y especializadas, no se dividen, por lo que existiria un nimero de podocitos inicial que
se pierden en forma progresiva e irreversible en la lesién glomerular. El nicleo de los
podocitos sufre mitosis frente a estimulos mitogénicos extremos, pero no puede
completar la divisién celular (Ortiz et al., 2002). Los podocitos tienen una organizacién
celular y citoarquitectura compleja que se adquiere durante las primeras etapas del
desarrollo de los glomérulos, primero comienzan a perder las uniones con células
laterales excepto con la MBG, finalmente los cuerpos de los podocitos maduros
extienden largas prolongaciones (pies o pedicelos), que se van dividiendo en otras
intermedias y se conectan con otras prolongaciones vecinas. El pedicelo del podocito
contiene un sistema contractil que permite la movilidad y se compone de actina, miosina
II, a-actina 4, talina y vinculina. Los pedicelos son anclados a la MBG por la integrina
a3pB1 y distroglicanos. Las proteinas involucradas en las uniones adherentes del DF son
la Nefrina, P-caderina, CD2AP, ZO-1, FAT, Podocina y la Neph 1(Mundel et al., 2002).
Las interdigitaciones entre los pedicelos son de entre 25 a 60 nm de longitud alrededor
de los capilares y son atravesados por proteinas de unién con un didmetro de 40 nm
dejando poros de 4 x 14 nm y es el tnico espectro del desarrollo glomerular fundamental
para mantener la funcion renal (Srichai et al., 2004; Asanuma y Mundel 2003; Kreidberg
et al., 2006; Figura 3).

WTTI es una proteina que se expresa de manera basal durante toda la vida del podocito,
es importante para la regulaciéon y mantenimiento de la funcién normal ya que regula un

numero considerable de genes para su mantenimiento (Dong et al., 2015).
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Figura 3. Estructura y proteinas del podocito. Receptor potencial Transitorio de canal catiénico
(RPTCC), CD2 Asociada a Proteina (CD2AP), Membrana Basal Glomerular (MBG) (Imagen modificada
de Simic et al., 2013).

24. WT1

El gen de tumor de Wilm’s (WT1) codifica un factor transcripcional involucrado en los
procesos de proliferacion y diferenciacion celular, apoptosis y diferenciacion sexual. Fue
identificado inicialmente en pacientes con nefroblastoma o tumor de Wilm’s, en la
actualidad se sabe que mutaciones en este gen solo estan presentes en el 10% de estos
pacientes. Inicialmente WT1 se describié como un gen supresor de tumor, pero se ha
encontrado mediante experimentos de transfeccion que también puede comportarse
como un encogen ya que puede potenciar o reprimir genes especificos, tal es el caso de -

Myc donde puede activar o reprimir la transcripcion de este.

Mutaciones heterocigotas de WT1 se han asociado con tres sindromes llamados WAGR
(Tumor de Wilm’s, aniridia, anormalidades genitourinarias y retraso mental), sindrome

Denys Drash y sindrome Fresier (Yang et al., 2007).

El gen se encuentra localizado en el cromosoma 11pl3 que consta de 10 exones
constituido por aproximadamente 50 kilobases (kb) y genera un RNAm de 3 kb con tres
sitios de inicio de la traduccién, que da origen a tres isoformas, la mds comun de 52-54

kDa (449 aa), 62-64 y 36-38 (Wagner et al., 2003) y debido a modificaciones post-



transcripcionales del pre-RNAm permitiendo la produccion de al menos 36 isoformas.
Sufre 2 eventos de splicing incluidos en el ex6n 5 en donde se insertan o eliminan 17
aminodcidos (+ 17aa) y en el exén 9 donde se remueven 3 aminodcidos: Lys-Thr-Ser (+
KTS) entre tercer y cuarto dedo de zinc, responsable de 4 isoformas de la proteina
conocidas como A (WT1-/-), B (WT1+/-), C (WT1-/+) y D (WT1 +/+) (Lopotova et al.,
2012; Han et al., 2007; Figura 3.

El gen WT1 codifica el dominio C-terminal del ex6n 7 al 10 responsable de la unién al
DNA asi como a RNA vy proteinas, contiene 4 dedos de zinc tipo Kruppel las cuales se
unen a secuencias ricas en GC y un dominio N terminal rico en prolina y glutamina
implicados en interacciones de RNA y proteinas, que es el sitio requerido para la

transcripcion de WT1 (Yang et al., 2007).
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Figura 4. Representacion esquematica del gen WT1, RNAm y proteinas. El gen estd constituido por
10 exones y 9 intrones. RNAm cuenta con 2 splicing alternativos el ex6n 5 (caja grande) y exén 9 (caja
pequeiia). Proteina esquematiza la estructura tipica de la proteina de 52-54 kDa donde se observan las
diferentes isoformas (Exon 5 y 4+/- KTS) de la proteina. Imagen modificada de Menk et al., 1998; Yang et

al., 2007.



2.4.1. WT1 y su localizacién nuclear o citoplasmatica

De acuerdo a las isoformas de WT1 17AA+/- y KTS+/- se ha observado diferente
localizacién tanto nuclear como citoplasmatica. Englert C. en 1995 observo un patrén
homogéneo nuclear por Inmunofluorescencia en la linea celular de fibroblastos de riiién
de mono (COS-7) transfectados con la isoforma KTS-, ahora se sabe que esta isoforma
tiene mayor afinidad al DNA asi como factor de transcripcién, también observo un
patrén granular citopldsmico con un péptido de la porcién N terminal de la proteina
WT1 (Figura 5a). Larson S et al., 1995 reporta que la isoforma KTS+ colocaliza con
proteinas citoplasmdticas del spliceosoma, a esta isoforma se le ha atribuido que lleva a
cabo una funcién en el procesamiento del RNA ademds de presentar un patrén granular
en el citoplsma (Figura 5b), en el caso de la isoforma KTS negativo colocaliza con
proteinas nucleares como SP1 y PAX 6, presentando un patrén homogéneo en el nicleo

(Figura 5 ¢).

Nuclear distribution
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Figura 5. Localizacion de WT1. a) Se presenta patrén homogéneo por Inmunofluorescencia en isoforma
KTS-, patrén granular y homogéneo en isoforma KTS+, patrén homogéneo y granular en WTAR y patrén
granular en WT del Z (péptido sin incluir dedos de zinc). b) WT1 KTS+ colocaliza (amarillo) con
proteinas citoplasmaticas (Sm), ¢) WT1 KTS — colocaliza (amarillo) con proteinas nucleares (SP1 Y PAX
6). Imagen tomada de Englert C et al., 1995; Larson S et al., 1995.



2.4.2. WT1 en cancer

La expresion normal de WTI es en el sistema urogenital en la embriogénesis, en el
adulto WTT1 se expresa de forma basal en el rifién, Sistema Nervioso central y tejidos
involucrados en la hematopoyesis (médula ésea y nddulos linfiticos) Yang L et al.,
2007.

WTTI fue clasificado inicialmente como un gen supresor de tumores, y posteriormente
con una funcién oncogénica, ahora se sabe que la proteina grande con sitio de inicio de
la traduccién en el codén de inicio CUG induce la transformacién celular e incremento
de la expresion de genes como c-Myc, Bcl-2 y EGFAR, mientras que la sobreexpresion
de WTI con inicio de la traduccién en el codéon AUG reprime la formacién de colonias
de células cancerosas inhibiendo la expresion de los mismos genes diana mediante el
reclutamiento de la histona desacetilasa 1 (HDACI1) Lee KY et al., 2017. WT1 se
encuentra expresado en muchos tipos de tumores malignos como Leucemia mieloide
aguda, Leucemia Linfocitica Aguda, Leucemia Mielogena Crénica, sindromes

mielodispasicos y canceres solidos (Oka Y et al., 2008).

2.4.3. WT1 en el desarrollo del rifion

En el desarrollo del rifién, el proceso de induccidon de la yema uretral y morfogénesis
estdn implicados genes en la regulacion de la matriz extracelular y la adhesion celular,

factores de crecimiento, factores de transcripcion y el ciclo celular (Fernandez 2009).

El gen WTI1, Factor neuronal derivado de células glial (GDNF) y la proteina
morfogénica dsea-7 han sido identificados como reguladores maestros de la nefrogénesis
y la deficiencia en cualquiera de estos resulta en una alteracion. La diferenciacion de
células renales por WT1 estd mediada en gran parte por el control transcripcional de
genes implicados en la epitelizacion y la sefializacion de la matriz extracelular y
mutaciones en este gen dan como resultado la formacién de tumores, anormalidades del
desarrollo tales como el sindrome Denys Drash que presentan esclerosis mesangial
difusa y el sindrome de Frasier en el cual el SN progresa lentamente y se le atribute GFS
y CM. Dentro de los genes implicados incluyen Syndecan 1, Pax-2, GDNF, receptor a
acido retinoico y E-cadherina (Ramos et al., 2006; Mrowka y Schedl 2000).

10



El desarrollo normal del rifién es un proceso complejo que requiere alta especializacion
en los procesos de proliferacion, diferenciacion y apoptosis. El desarrollo ocurre
principalmente en 3 etapas: El paso de mesodermo intermedio al blastema metanéfrico,
la ramificacién de la yema uretral y la interaccion de estos con la maduracién del tejido
metanéfrico, en tejido renal maduro. A partir del mesodermo intermedio se originan

pronefros, mesonefros y metanefros (Ferndndez 2009).

Mesonefros aparece al dia 24 de gestacién y la porcién caudal continua su desarrollo
formado los conductos de wolff, los cuales dardn origen al conducto deferente, epidimo
y mesosalpinx. Metanefros dard origen al rifién adulto que incluye cambio de tejido
mesenquimal a tejido epitelial y se dan por interacciones con la yema uretral proveniente
de los conductos de Wolff, durante el dia 35. Con el cambio de células hay la aparicion
de células madre que dan origen a las vesiculas renales y nefronas (Kreidberg 2010;

Ramos et al., 2006).

La yema uretral dard origen a los tdbulos colectores, cdlices, pelvis y uréteres, el
metanefros dard origen a las nefronas. Estudios in vitro sugieren que solo se induce el
cambio del mesenquima siempre y cuando exista una expresion adecuada de WTI

(Mrowka y Schedl 2000; Fernéndez et al., 2009).

La expresion de WT1 en adultos es: en el sistema urogenital, sistema nervioso central y
tejidos involucrados en la hematopoyesis como medula 6sea y nddulos linfaticos (Yang
et al., 2007). WT1 en el sistema urogenital se expresa de manera basal en podocitos
maduros y su persistencia a lo largo de la vida sugiere que desempefia un papel en la
homeostasis del podocito. Regula la expresion de Nefrina y Podocina, proteinas
importantes en la filtracion glomerular y se ha reportado que la disminucién de los
niveles de WTI1 provoca nefropatias y disminuciéon en la expresion de Nefrina y
Podocina provocando el desprendimiento del podocito (Guo et al., 2002; Bariety et al.,

2006; Gao et al., 2012; Bollain et al., 2011).
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2.4.4. WT1 en el podocito

Durante la embriogénesis en el desarrollo del rifion, es esencial la expresiéon de WT1, y
se mantiene de manera basal a lo largo de la vida del podocito. WT1 es un factor de
transcripcién implicado en la regulacién de un gran nimero de genes importantes en el
desarrollo y mantenimiento del podocito. Esta proteina regula genes del diafragma de
filtracién como nefrina (NPHS1), podocina (NPHS2), Magi2, proteina asociada a CD2
(CD2AP), NCK adaptador de la proteina 2 (NCK2) entre otras. WT1 modula proteinas
de adhesion mediante la regulacion la integrina a3 (Itga3), integrina Bl (ITGBI1),
laminina a5 (Lama$), y laminina 32 (Lamb2).

WTI también controla los componentes del citoesqueleto y sus reguladores como la
sinaptopodina (SYNPO), a-actinina-4, la miosina no muscular (MYH9), proteina Rho
GTPasa de activacion 24 (Arhgap24) y la proteina quinasa C atipica (aPKC) por sus
siglas en inglés (Dong et al., 2015) Figura 6.
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Figura 6. Estructura y proteinas del podocito. Esquema de las redes controladas por WT1 para el
establecimiento de la morfologia especifica de los podocitos. WT1 regula los componentes complejos de
la hendidura de diafragma como la nefrina (NPHS1), podocina (NPHS2), PD, Magi 2, CD2 Asociada a
Proteina (CD2AP), NCK adaptador de la proteina 2 (NCK2), etc, Por sus siglas en inglés (Imagen tomada
de Dong et al., 2015).
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La lesién o pérdida de los podocitos permite el paso de proteina hacia la orina con
reduccién en la funcién renal (Figura 7). El desprendimiento del podocito es comtin en
enfermedades glomerulares y como resultado de esta pérdida, de un 20 a 40% tienen
como resultado cicatrizacién. Se ha reportado que el decremento de la expresion de
WTTI induce baja regulacion en los genes PODX (podocalxina) y NPHS1 (nefrina) asi
como polimorfismos en el gen NPHS1, que son cruciales para la arquitectura del
podocito induciendo al colapso, desestabilizacién y desprendimiento de este (Mundel et

al., 2002).

Podocito dafiado

Figura 7. Estructura del glomérulo con lesion en el podocito. Lesién a nivel de podocito con
desprendimiento de la membrana basal glomerular. (Tomado de Fogo, 2011).

2.4.5. WT1 en patologias renales

De acuerdo a las evidencias de diversos grupos de investigacidn, sugieren que WTI es el
responsable del mantenimiento normal del podocito, en humanos las mutaciones de la
linea germinal de WT1 estdn asociados con tumores de Wilm’s y las malformaciones
urogenitales (Kreidberg et al., 1993) y las mutaciones en este gen que estan presentes en
el 94% de los pacientes con Denys Drash, en pacientes con nefropatia y pacientes con
Sindrome Nefrético. Ratones Knockout con WTI1 inducible se demostré que la
disminuciéon en los niveles de WTI resulta en glomerulonefritis seguido de la

disminucién de Nefrina y Podocalixina (Takemoto et al., 2002).
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Los pacientes con el sindrome Denys Drash presentan nefropatia, disgenesia gonadal y
tumor de Wilm’s, la predisposiciéon a este sindrome se debe a WTI, ya que estos
pacientes presentan mutaciones puntuales entre los exones que codifican el segundo y
tercer dedo de zinc, se cree que estas mutaciones alteran la unién de los dedos de zinc de
WTI al DNA diana por mutacién dominante negativa o por reconocimiento de otro sitio

del DNA (Little, M. et al., 1993).

El sindrome de WAGR (Tumor de Wilm’s, Aniridia, Anomalias Genitales y retraso
mental) tiene un alto riesgo a desarrollar Tumor de Wilm’s, estos pacientes portan
deleciones génicas heterocigotas en el cromosoma 11p13 que causan haploinsuficiencia

de los genes WT1 y PAX (Gessler et al., 1993; Han et al., 2008).

En el caso del sindrome de Friser es una enfermedad que se caracteriza por presentar
glomerulopatia progresiva con presencia de proteinuria infantil y sindrome nefrético,
avanzando a la insuficiencia renal terminal en la adolescencia o adultez temprana,
también se presenta pseudohermafroditismo masculino con prescencia de genitales
externos femeninos normales y cariotipo XY, estos pacientes con frecuencia desarrollan
gonadoblastoma. El sindrome de Friser es causado por mutaciones en el sitio de splicing
en el intrén 9 de WTT1 con la disminucién de la proporcién de las isoformas +KTS/-KTS

(Barbaux et al., 1997).

El sindrome Nefrotico (SN) puede deberse a transtornos genéticos, enfermedades
secundarias asociadas, medicamentos, infecciones o neoplasias (Eddy, A. A., & Symons,
J. M. (2003). Se han identificado mutaciones genéticas en nifios resistentes a esteroides
(Ruf R., 2004), mutaciones en WT1 en nifios con esclerosis mesangial difusa aislada y
mutaciones en podocina en pacientes con Glomeruloesclerosis Focal Segmentaria (Eddy

y Symons 2003).

2.5. Sindrome Nefrotico (SN)

El SN es una glomerulopatia la cual se define por pérdida de proteina en orina > a 3.5g

en 24 h en adultos, y en nifios, > 40mg/m?2, asociado con hipoalbuminemia (albimina
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sérica <2.5g/dL), hiperlipidemia (colesterol en suero < 200 mg/dL), hipercoagulabilidad
y edema. Los criterios de diagnéstico son de acuerdo al ISKDC (International Study of
Kidney Disease in Children por sus siglas en inglés) (Sinha y Bagga 2012; Segarra et al
2012).

Las enfermedades renales que causan este sindrome tienen en comun la pérdida de la
selectividad de la barrera de filtracién glomerular, permitiendo el flujo de proteinas
hacia el espacio urinario. La principal proteina que se pierde en la orina es la albimina
que representa mas del 80% de la proteinuria y el resto lo constituye proteinas como
Inmunoglobulinas, proteinas de anclaje, complemento y factores de coagulacién (Dinesh

et al.,2014).

Las glomerulopatias pueden ser congénitas e infantil, primarias o idiopdticas. El SN
congénito e infantil se presenta antes de un afio de edad y se le ha asociado a mutaciones
en genes que codifican proteinas en los podocitos, asi como a infecciones (sifilis,
toxoplasmosis, entre otras), éste SN es resistente a esteroides y particularmente si se
presenta en los primeros 3 meses de vida es probable se deba a mutaciones genéticas

(Davin y Rutjes 2012).

El SN idiopatico es la glomerulopatia en la cual no es posible establecer una enfermedad
sistémica responsable, en nifios de 1 a 10 afios representa el 90% de los casos y en nifios
mayores de 10 afios representa mas del 50%. La mayoria de estos pacientes
corresponden a Cambios minimos (CM) mediante Biopsia renal. EI SN secundario
incluye lesiones renales que aparecen como consecuencia de otras enfermedades que se
acompanan de signos y sintomas extra renales como la nefropatia diabética y nefropatias

por deposito de inmunoglobulinas (Jane 2014).

2.5.1.- Clasificacion del SN

El SN se clasifica de acuerdo a las caracteristicas histolégicas y en respuesta clinica a
esteroides que tienen una funcién inmunomoduladora. Las lesiones histopatoldgicas
cominmente responsable del SN en las Glomerulopatias Idiopaticas son Nefropatia de

Cambios Minimos (NCM) en un 77 %, Glomeruloesclerosis Focal y Segmentaria (GFS)
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7%, la Nefropatia Membranosa 2% (NM), y la Glomerulonefritis Membranoproliferativa

8% (GMP) (Segarra et al., 2012).

Dentro de la respuesta a esteroides es clasificado en Sindrome Nefrético corticosensible
(SNCS), cuando el paciente responde al tratamiento dentro de las primeras 4 semanas y
el Sindrome Nefrético Corticorresistente (SNCR), cuando no responde al tratamiento en
este tiempo. Dentro de los corticosensibles se encuentran el SN con recaidas frecuentes
(si hay mds de 2 recaidas en los primeros seis meses o mas de 4 en 12 meses) y los
corticodependientes (cuando existe interrupcion del tratamiento y dentro de las primeras

2 semanas se presenta una recaida) (Gellermann, J et al., 2004; Krishnan 2012).

Cerca de un 90% de pacientes con SN idiopético son SNCS y logran una buena remisién
de la enfermedad con buen prondstico renal a largo plazo, para el SNCR el buen
prondstico es pobre, de un 30-40% desarrollan Enfermedad Renal Terminal (ERT)

donde es requisito la didlisis o trasplante renal (Joshi 2013).

2.6. Sistema Inmune en el desarrollo de la lesion renal

Audar et al., 2008 describen que la estimulacion inmunoldgica activa la inmunidad
innata y se ha demostrado que los podocitos bajo ciertas circunstancias pueden adquirir
el fenotipo de células dendriticas y expresar CD80, que es una proteina transmembranal
expresadas en células presentadoras de antigenos que al unirse a su ligando CD28 de
linfocitos T proporciona una sefial de co-estimulacion a estos para su activacion. La
expresion de CD80 en podocitos es inducida por el estrés oxidativo o tras la
estimulacién con lipopolisacéridos a través de seiales mediadas por receptores tipo toll-
like-4 e IL-13 que inducen cambios estructurales en el podocito y son capaces de alterar
la selectividad de la filtracion glomerular causando SN. En 1974 Shalhoub propuso que
el dafio renal podria ser causado por la produccion de una linfocina producida por los
linfocitos T y a partir de ese momento se han identificado factores circulantes que se
originan de la activacién de estas células como la hemopexina plasmatica y el receptor
de uroquinasa (uUPAR). La hemopexina plasmatica tiene actividad antioxidante,
considerado como un reactante en fase aguda. En sujetos sanos circula en forma inactiva

y la isoforma activa es capaz de inducir lesiones glomerulares. En modelos
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experimentales murino se ha demostrado que la induccion de sefializacion a través de
uPAR en los podocitos causa fusion podocitaria a través de la activacion de la a-V B3-

integrina (Segarra et al., 2012).

2.6.1. Inflamacion en la enfermedad renal

La inflamacién es un mecanismo de proteccidén en respuesta a la infeccién o trauma,
donde se puede presentar un estado pro-inflamatorio agudo o crénico. El proceso
comienza con la desgranulaciéon de los mastocitos por la activacion de la via del
complemento y la liberacion de citocinas inflamatorias como la IL-1 (Interleucina 1), IL-
6 y Factor de necrosis tumoral a (TNFa), comenzando asi cascada de eventos que

intervienen en la respuesta inmune (Dungey et al., 2013).

En pacientes con Enfermedad Renal Cronica existe un estado pro-inflamatorio que
contribuye sustancialmente a la morbilidad y mortalidad mediante la liberacién de
citocinas y el aumento de moléculas de adhesion, promoviendo la adhesion de linfocitos

T, su migracidn al interticio y atraccion de macréfagos tipo 2 (Silverstein 2009).

Takno y cols. 2007 proponen un nuevo mecanismo en donde los macréfagos participan
en la induccién de la proteinuria. Observan una disminucién de nefrina
independientemente de WT1 inducido por citocinas derivadas de macréfagos (IL-1P y
TNFa) en un cocultivo de podocitos importalizados con macréfagos activados,

resultando en la activacion una parte de la via de fosfoinosistol-3-quinasa.

En Nefropatia diabética se ha observado la infiltracion de células como mastocitos,
macréfagos y células dendriticas que secretan citocinas inflamatorias que desempeiian
un papel clave en la inflamacién como citocinas, endotelinas, factores de crecimiento y
enzimas proteoliticas. Se ha observado un incremento de TNFa en rifion de rata
diabética y en pacientes con nefropatia diabética es excretada en grandes cantidades.
TNFa secretado localmente podria tener efectos potentes sobre el rifion, como el

reclutamiento de neutréfilos y monocitos polimorfonucleares, la generacion local de
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especies reactivas de oxigeno y un aumento de la permeabilidad glomerular con pérdida

de albimina (Balakumar P y Singh M 2009; Shikata et al., 2012; Chung et al., 2015)

El Sindrome Nefrético es una glomerulopatia que estd asociado a citocinas pro-
inflamatorias con mayor aumento en los niveles de Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNFa) (Dogra GK et al., 2002). Algunos de estos pacientes responden a tratamientos
con esteroides que son inmunosupresores € inmunomoduladores, una sélida evidencia de

la participacion del sistema inmunoldgico (Segarra et al., 2012).

2.6.2. Inflamacion en lesion renal aguda

La sepsis es una consecuencia exagerada en respuesta a una infeccion, se caracteriza por
una inflamacién sistémica con liberacién de mediadores pro-y anti-inflamatorios. La
lesion renal aguda (IRA) es comun en pacientes criticamente enfermos en presencia de
sepsis y un fuerte vinculo en la progresion a enfermedad renal crénica (Nouri et al.,
2016; Chen H et al.,, 2015). Existe la evidencia que la inflamacién juega un rol
importante en el dafio de varios 6rganos incluyendo el rifién (Trostel and Garcia 2015)
en el cual la permeabilidad capilar aumenta resultando en la excrecion de albumina en la

orina (Carrillo et al., 2014; Khodir et al., 2014).

La principal causa de lesion de mudltiples 6rganos se le atribuye al lipopolisacédrido
(LPS). ElI LPS es una molécula glicolipidica, considerada el principal componente
antigénico de la membrana de las bacterias Gram negativas (Khodir et al., 2014). El1 LPS
activa a macrofagos mediante TLR-4, resultando en la sintesis de mediadores de la
inflamaciéon como TNFa e IL-1f3, ademas de activar la producciéon de moléculas co-
estimuladoras requeridas para una respuesta inmunoldgica adaptativa (Raetz et al.,

2002).

En el hospedero el LPS se une a la proteina de unién al LPS (LBP) formando el
complejo LPS-LBP, de esta manera se asocia al receptor CD14 que tiene como funcién
transferir al LPS al complejo encargado de su reconocimiento (TLR-4/MD-2). Una vez
formado el complejo LPS-TLR4/MD-2, el TLR4 sufre una oligomerizacién, luego

comienza la interaccion con proteinas celulares que poseen dominios TIR (Receptores
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Toll de Interleuquina 1) como son MyD88: proteina de diferenciacion mieloide; TIRAP:
proteina adaptadora del dominio TIR; TRIF: proteina adaptadora asociada al dominio
TIR inductora de interferon B; TRAM: molécula adaptadora relacionada con el TRIF y
SARM: proteina inhibidora de la sefial del TRIF. La interaccion de estas proteinas
resulta en la produccién de citocinas inflamatorias o interferones tipo 1 (Hurtado y

Irregui 2010).

La senal de transduccion del LPS a través del TLR4 ha sido dividida en dos rutas, la via
dependiente de la proteina MyD88 y la via dependiente de la proteina TRIF que
concuerdan en la activacion del factor de transcripcién nuclear NF-kB (Hurtado y
Irregui 2010). En podocitos sensibles a LPS, la sefializacion mediada por LTR-4 resulta
en una reorganizacion del citoesqueleto de actina, lo que conduce a la modificacion de la

estructura del podocito y a la pérdida de proteina en orina (Greka y Mundel 2011).

2.6.3. Inflamacion en la regulacion de WT1

En pacientes con SRNS se han encontrado mutaciones esporddicas en el gen WT1 con
asociacion a tumor de Wilm’s, malformaciones urinarias o genitales (Ruf et al., 2004).
Zapata y colaboradores en el 2017 encontraron una localizacion citoplasmica en
muestras de pacientes con SNRE lo que limita su funcién como factor de transcripcién y
no puede modular la expresion de los genes modulados como nefrina y podocalixina, se
ha observado que WTI es regulado por proteina quinasa A (PKA) que media la
fosforilacion en la Serina 365 y 393 de WT1 que induce la traslocacion al citoplasma
(Sakamoto et al., 2012). Marcet et al., 2007 en células LEC humana tratadas con TNF
observo la translocacién de WT1 del nucleo al citosol y un incremento en la expresion
de matrix metalloproteinase-9 (MM-9) para el cual WT1 es un represor ( Marcet et al.,
2007), por otra parte se ha observado que el LPS es capaz de modificar los patrones de
localizacién nuclear de WT1 y suprime la transcripcional de la nefrina en los podocitos
de ratones tratados. A las 76 h después de la exposicion del LPS, la localizacién nuclear
de WT1I, los niveles de nefrina y RNAm se estabilizaron, indicando un efecto transitorio
(Kato et al., 2010). Por lo tanto, proponemos un modelo de sepsis inducido por LPS que

explica el papel de WTT1 en el proceso inflamatorio en alteraciones renales.
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2.7.- Mecanismos de modulacion de WT1

Los RNA antisentido son reconocidos con gran importancia en la regulacién de genes de
mamiferos con la interaccién de los transcritos. WT1 tiene un antisentido transcripcional
conservado (WT1-AS) para regular los niveles de la proteina WT1. WT1-AS se originan
dentro del intr6n 1 con un promotor antisentido, se exporta al citoplasma y forma
heteroduplex con el RNAm de WTI en la region de interaccion WT1 exén 1 y
continuando rio arriba, un importante regulador a través de interaccion RNA: RNA

(Dallosso et al., 2007).

La fosforilacién es uno de los mecanismos pos-traduccionales por la cual se regula la
actividad de factores de transcripcion, proteinas de union a DNA fueron fuertemente
fosforiladas por la PKA y PKC in vitro. WT1 se localiza principalmente en el nucleo y
mediante la activacion de PKA resulta en la retencion citoplasmatica de este, es por esto
que la fosforilacién puede jugar un papel importante en la actividad reguladora de la

transcripcion de WT1 (Ye Y et al., 1996).

Por otro lado, se ha visto la sobreexpresion de PKCa aumenta la expresion de WT1 y se
ha reportado que la curcumina imita inhibidores de PKCa en tratamiento en células
K562, donde WTI es inhibido independientemente de los efectos en la degradacién de la
proteina o desestabilizaciéon del RNAm, sino con la auto regulacién de éste (Semsri et

al., 2011).

Anteriormente hemos observado una localizacion citoplasmica de WT1 en pacientes
resistentes al tratamiento con corticoesteroides que tienes capacidad antiinflamatoria e
inmunomoduladora, posiblemente existiendo un mecanismo de modulacién de WT1 que
las citocinas inflamatorias estdn directamente relacionadas en este proceso. Kato et al.,
reporta en un modelo de sepsis en raton donde observan un decremento de nefrina y
deslocalizacion nuclear de WTI, es por eso que en esta tesis pretendemos realizar la
evaluacion de la movilidad de WT1 al citoplasma y si la fosforilacién es la posible
responsable de la inactivacién como factor de transcripcion en un modelo murino con
sepsis y cultivo de podocitos con interleucinas proinflamatorias, ya que la inflamacién es

un proceso comun en pacientes con enfermedad renal.
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3. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Las afecciones renales son un problema de salud ptblica en México, con una creciente
incidencia y prevalencia. Los pacientes con enfermedad renal tienen en comun un
proceso inflamatorio agudo o crénico presentando infiltracién de células del sistema
inmune principalmente macréfagos. Los pacientes con SN presentan una localizacion de
WTI1 hacia citoplasma perdiendo posiblemente su capacidad como factor de
transcripcion. WT1 estd implicado en la regulaciéon de en mds del 60% de proteinas de
los podocitos, por lo cual es importante determinar si las citocinas proinflamatorias son
responsables de la fosforilacion de WT1 y su movilidad hacia citoplasma, este trabajo
ayudard a aumentar el conocimiento a nivel molecular y el posible rol que juega WT1 en

la fisiopatologia de las enfermedades renales.

4. HIPOTESIS

El proceso inflamatorio modifica los patrones de expresion y localizacion de WTI,

resultando en una afeccion renal.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del proceso de las citocinas pro-inflamatorias sobre el patrén de
expresion de WT1, las proteinas moduladas por este y su relacién con las afecciones

renales, empleando un modelo de inflamacién agudo murino.
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6. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar la expresion de WT1 en rifiones de ratones tratados y no tratados con

lipopolisacaridos.

2.- Analizar las isoformas de WTI1 en rifiones de ratones tratados y no tratados con

lipopolisacaridos.

3.- Determinar la expresion de la proteina nefrina en biopsias renales de ratones tratados

con lipopolisacaridos.

4.- Correlacionar los patrones de expresion de WTI1 y la expresiéon de citocinas

inflamatorias en ratones tratados y no tratados con lipopolisacaridos.

5.- Determinar des-localizacion y fosforilacion de la proteina WT1 en podocitos de

ratones tratados y no tratados con lipopolisacérido.

6.- Evaluar la expresion de WT1 en explantes renales murinos tratados con citocinas

inflamatorias.

7- Analizar des-localizacion de la proteina WT1 en explantes de rifion tratados con

citocinas inflamatorias.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Material Biolégico

Se emplearon seis grupos de ratones hembra de la cepa BALB/c de 8 a 10 semanas de
edad con una n=5 en cada grupo (Harlan México, S.A. de C.V.) y 4 ratones para
explantes renales. Los animales fueron mantenidos con agua y alimento ad libitum, bajo
condiciones libres de patogenos. El manejo de los ratones se realiz6 de acuerdo el
protocolo establecido por el comité de manejo y ética animal del Laboratorio de

Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas.

7.2. Tratamiento con LPS y determinacion de proteina total en orina

Los ratones fueron tratados con 8 mg/kg de LPS intraperitoneal, se recolectaron las
muestras de suero y orina en el grupo control (sin LPS), a las 12, 24, 36, 48 y 72 h.

Para determinar la concentracion de albiumina en orina se colocaron 40 uL. de muestra de
orina en un gel de poliacrilamida al 12% y un ng de albumina sérica como control, se
realizé un corrimiento electroforético y el gel fue tefiido con Azul de Coomassie, la
cuantificacién de proteinas totales se realizé por el método de Lowry (Bio-Rad DC™

Protrein Assay Reagent B, US).

7.3. Obtencion de rebanadas de tejido renal (Explantes)

Para el proceso de obtencién de rebanadas de rifién de ratén se realizé en condiciones
asépticas y con material y reactivos estériles. Los rifiones obtenidos se colocaron en
solucion buffer Krebs-Henseleit (KB) para posteriormente pasarlos al rebanador
Brendel-Vitron, con flujo constante de solucién Krebs-Henseleit a 4°C y una mezcla de
02/COz2 (95.5%) obteniendo rebanadas con un didmetro aproximadamente de 5 mm y de
150-200 mm de grosor. Las rebanadas obtenidas se colocaron en un vaso de precitados

de 500 mL con solucién Krebs-Henseleit a 4°C.
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Las rebandas se incuban en medio TYI por 1 hora a 37°C y 5% de CO; en agitacién
lenta (40 rpm) en medio de cultivo DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB y 1% de
antibiotico antimicotico. Los explantes fueron tratados con TNFa, IL-1B y LPS como
control a las 6, 12 y 24 h. Las muestras se fijarén en formol y otras se mantuvieron a -

80°C hasta su uso.

7.4. Extraccion de RNA

Los ratones fueron sacrificados por desnucamiento y se extrajeron los rifiones, se macer6
la quinta parte del tejido de rifién y se adicion6 1mL de Trizol para la lisis celular, se
incubdé por 5 min a temperatura ambiente, se afiadieron 200 pL de cloroformo y se
agitaron vigorosamente por 15 s, la mezcla se dejoé en incubacién por 2 6 3 min a

temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000 g por 5 min a 4°C.

Después de centrifugar la muestra se tomo la fase acuosa que es donde se encuentra el
RNA, la precipitacion se realizé en un tubo eppendorf con 500 puL de isopropanol, se
dejé incubar a temperatura ambiente por 10 min, enseguida se centrifugé a 12,000 g por
10 min a 4°C, se lavé el pellet con 1 mL de etanol al 75 %, se mezcld y después fueron
centrifugadas a 7,500 g por 5 min a 4°C, se dej6 secar de 5 a 10 min para posteriormente
re suspender en 50 uL de agua libre de RNAsa. Las muestras se incubaron a 55°C de 10

a 15 min para posteriormente leer su concentracion.

7.5. Sintesis de cDNA

Para cada reaccion se adiciond en un tubo eppendorf un volumen de 10 pLL que contenia
5 pug de RNA, 2 pL de 10X TR Buffer, 0.8 pL de 25X dNTP MIX, 2 pl de 10X RT
Random Primers, 1 pL de Multiscribe TM Revers Transcriptase y 4.2 uLL de agua libre
de RNAsa. La reacciéon se llevd a cabo en el termociclador con las siguientes

condiciones: 1 min a 25°C, 120 min a 37°C y 5 min a 85°C.
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7.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para las isoformas de WT1

La reaccion se realizé con 5 pLL de ¢cDNA, 5 ul de 5X My Taq Reaction, 0.5 pL de
Primers Forward y Reverse, 0.5 pL My Taq DNA Polimerase y agua suficiente para un
volimen total de 25 pL.

La reaccion se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones: 94°C por 60 s para la
desnaturalizacién, 60°C por 60 s para la alineacion de primers y la extensioén a 72°C por
90 s con un total de 35 ciclos.

Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 2 % para la isoforma 17AA
y en gel de poliacrilamida al 8% para KTS+/-, se tifi6 con bromuro de etidio y se

visualiz6 con la luz ultravioleta (UV).

Tabla 1. Secuencias de primers para determinar las isoformas de WT1

Produto
Localizacion Secuencia
17AA+
Forward 5-GACCTGGAATCGATGAACTTAG-3"
471 pb
EXON 5
17AA-
Reverse 5'-GAGAACTTTCGCTGACAACTT-3"
420 pb
KTS +
Forward 5-GTGTGAAACCATTCCAGTGTA-3" 132 pb
EXON 9 KTS -
Reverse 5"-TTCTGACAACTTGGCCACCG-3° 123 pb

7.7. PCR para expresion de WT1, Nefrina y G3PDH

La reaccién se realizé con 5 pLL de cDNA, 5 puL de 5X My Taq Reaction, 0.5 puL de
Primers Forward y Reverse, 0.5 pL My Taqg DNA Polimerase y agua suficiente para un
volimen total de 25 pL. Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.2

% y se observaron en el fotodocumentador.
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Tabla 2. Secuencias de primers para determinar WT1 y Nefrina

Gen Primers Fragmento ‘

Forward 5"-CACATGAGAGAAACGCCCCTTCATGTG-3"
WT1 160pb
Reverse 5-TTTGAGCTGGTCTGAACGAGAAA-3”

Forward 5°- CCC CAA CAT CGA CTT CACTT -3~ 372pb
Nefrina
Reverse 5°- GGC AGG ACA TCC ATG TAG AG -3°

Forward5~ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’
GA3PDH 452pb
Reverse5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3"

Tabla 3. Condiciones de reaccién PCR

Desnaturalizacion Alineamiento  Extension

WT1 94°C 40s 64°C 30s 72°C 30s 35
NEFRINA 94°C 30s 60°C 30s 72°C 30s 30
GA3PDH 94°C 40s 60°C 30s 72°C 40s 35

7.8. qPCR para cuantificar la expresion relativa de WT1

Se tomaron 4 uL. de DNAc para cada reaccion de WT1, 10uL de Master Mix, 1 uL de
GA3PDH (Control endégeno), 0.7 uL de sonda de WT1 y se llevé a un volumen de 20
pL con agua tratada con DEPC. Todas las reacciones se realizaron por triplicado y el
andlisis de resultados se realizé con ayuda del software del termociclador PCR en

Tiempo Real (Applied Biosystems 7500 Software v2.0.1).
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Tabla 4. Protocolo de reaccion para gPCR (WT1)

Temperatura °C Tiempo

50
95
95

Para determinar la expresion relativa del RNAm, estd dado por la siguiente ecuacidn:
Expresién relativa = 2724¢T

En el cual: AACt =ACt (muestra)- ACt (calibrador)

ACt = Ct (muestra)-Ct (normalizador)

Donde Ct (muestra) y Ct (normalizador) es el ciclo al cual la muestra y el normalizador

respectivamente alcanza el nivel umbral de fluorescencia en el ensayo de PCR en tiempo

real (Livak y Schmittgen 2001).

7.9. Western blot

7.9.1. Extraccion de proteinas

Para la extraccién de proteinas se macerd la cuarta parte del rifién, posteriormente se
adiciono 200 pL de Buffer de lisis (Tritén 1%, NaCl 150 mM, Tris 25 mM pH 7.6), se
incubé en hielo por 1h con 1 pL de Fenil Metil Sulfonil Fluoride (PMSF) y 1 ul de un
coctel de inhibidores de fosfatasa (POO44 Sigma adrich, US), se centrifugé a 10, 000

rpm durante 3 min y se recolecto el sobrenadante.

7.9.2. Cuantificacion de Proteinas

La concentracion de proteinas se determind mediante el kit DC Protein Assay de Bio-
Rad. Se agreg6 a cada pozo 5 pL de la muestra en una dilucién 1:10 y de los estdndares,
25 pL de la solucion A’ y 200 pL de la solucién B”, se incubaron durante 15 min a

temperatura ambiente y se determind la absorbancia a 750 nm en un lector de placa.
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7.9.3. Electroforesis en gel de Poliacrilamida

Las muestras se prepararon con 40 pg de proteina con 5 puL de buffer de carga (B-
mercaptoetanol, Azul de bromofenol, SDS, Glicerol), se desnaturalizaron a 95°C por 5
min y se corrieron en un gel de poliacrilamida al 12 % en la cdmara de electroforesis a
40 volts hasta salir del gel concentrador para después correr a 100 volts por

aproximadamente 2 h.

7.9.4. Transferencia a membrana de nitrocelulosa

Se formé el casete para realizar la transferencia en el siguiente orden: esponja, papel
filtro, gel de acrilamida, membrana de nitrocelulosa, nuevamente papel filtro y esponja.

Se corrié en camara hameda de transferencia a 24 volts toda la noche a 4°C.

7.9.5. Inmunodeteccion

Se coloc6 la membrana de nitrocelulosa en soluciéon de bloqueo (TBS-Tween con leche
descremada al 5%) durante 1 h. Posteriormente se colocé la membrana de nitrocelulosa
con el primer anticuerpo monoclonal (anti-WT1 F-6, Santa Cruz Biotechnology, U.S.) a
una dilucién de 1:3000 en una solucién de TBS-Tween con 2.5 % leche descremada y se
dej6 incubando toda la noche a 4°C, después se lavé la membrana tres veces 10 min
cada una con TBS-Tween y se agregé el segundo anticuerpo (anti-raton-HRP, Santa
Cruz Biotechnology, U.S.) en una dilucion de 1:3000, se dej6 incubar 2 h, se lavo
nuevamente tres veces con TBS-Tween, y se agregé el sustrato de quimioluminiscencia

(partes iguales de Luminol A y B) por 7 min y se reveld.

7.10. Citocinas inflamatorias por inmunoensayo de ELISA

Para la determinacién de la concentracién de TNFa (Murine TNFa Mini ABTS ELISA,
cat: 900-M54, PreproTech, México), IL-1p (Murine IL-18 Mini ABTS ELISA, cat: 900-
M47, PreproTech, México) e IL-6 (Murine IL-6 Mini ABTS ELISA, cat: 900-M50,

PreproTech, México) se determiné mediante ELISA en suero en los ratones en los
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diferentes tiempos de la inflamacién sistémica, de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

7.11. Fijacion e inclusion de tejido

Un rifén de cada ratén se fijé en formalina al 10% y se procedié a la inclusién en
parafina en un lapso no mayor a 72 h, seguido con cortes de 4 micras de grosor, el tejido
se tifio con hematoxilina-Eosina para observar morfologia, ademds de realizarse cortes

para Inmunohistoquimica (IHQ) e Inmunofluorescencia indirecta (IFI).

7.11.1. IFI en biopsia de riiion

Para la determinacion de la localizacion nuclear o citoplasmética de WT1 se realizé por
IFI, para lo cual se inicid con la desparafinizacion de los tejidos a 60°C durante 20
minutos, en seguida se hidrataron con un tren de alcoholes de mayor a menos
concentracion por tres minutos cada uno (Etanol absoluto, etanol 95 %, etanol 70 %,
agua destilada).

Posterior a la hidratacion de los tejidos se permeabilizo las membranas con solucioén
Tris-buffer salino (TBS) + Tween 20 (1%) por 3 minutos. Para la exposicion de
antigenos se introdujeron las laminillas en TRS y se llevaron a una olla de vapor durante

10 min (100°C) y se dejé reposar durante otros 10 min.

Se aplico en anticuerpo primario F6 (1:50) de WT1 de Santa Cruz Biotecnology toda la
noche a 4°C, seguido de un lavado por 3 min con TBST y la aplicacién del anticuerpo
secundario anti-Ratén conjugado con Rojo Texas (1:200) por 1.5 h. Se lavo y se
contrasto con DAPI por 30 min, se monté con PBS/Glicerol (3:7). Las muestras fueron
observadas en un microscopio confocal (Olympus BX61W1) con un objetivo de agua
60X utilizando un laser de 405 para DAPI y 559 nm para Rojo Texas. Las imagenes

fueron procesadas utilizando el programa ImageJ.

7.11.2. THQ de biopsia de raton

Para la determinacién de la localizacion nuclear o citoplasmética de WT1 se realizé por
IFI, para lo cual se inicié con la desparafinizacién de los tejidos a 60°C durante 20

minutos, en seguida se hidrataron con un tren de alcoholes de mayor a menos
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concentracion por tres minutos cada uno (Etanol absoluto, etanol 95 %, etanol 70 % ,
agua destilada).

Posterior a la hidratacién de los tejidos se permeabilizo las membranas con solucién
Tris-buffer salino (TBS) + Tween 20 (1%) por 3 minutos. Para la exposicion de
antigenos se introdujeron las laminillas en TRS y se llevaron a una olla de vapor durante
10 min (100°C) y se dej6 reposar durante otros 10 min. Se continud con el bloqueo de la
peroxidasa endégena con H2O2 3 % por 10 minutos, seguido de un lavado en TBST
durante 3 min.

Se aplic6 en anticuerpo primario para WT1 fosforilado en la serina 393 y 365 para los
cuales se usaron los policlonales R-393 y 363-WT1 (Santa Cruz, Biotechnology, sc-
12933 and sc-12934-R, Dallas, Texas, USA) en una concentracion 1:100 toda la noche a
4°C, seguido de un lavado por 3 min con TBST y la aplicaciéon del ac secundario de
VECTOR. Se afiadi6 la solucién de estreptavidina-HRP y se dejé incubar durante 30
min, se procedio con un lavado en TBST de 3-5 minutos, por dltimo se revelo con

solucion de sustrato-cromogeno DAB (3 “3-diaminobencidina) al 5% de 7-10 minutos.

7.12. Analisis Estadistico

El analisis de resultados se realiz6 mediante un analisis de varianza (ANOVA), con un
post-Tuckey para observar las diferencias entre las medias y correlaciéon de Pearson para

observar la asociacion entre los grupos considerdndose significativo con p < 0.05.
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8. RESULTADOS

8.1. Evaluacion del dafio renal por administraciéon de LPS en ratones BALB/c

Para determinar el dafio renal inducido por la inflamacién sistémica aguda en el modelo
murino tratado con LPS, se realizé el andlisis histoldgico para determinar el grado del
dafio glomerular, niveles de albimina y proteina total en orina en los diferentes tiempos

de la inflamacidn sistémica.

8.1.1. Analisis histologicos del daiio glomerular en los diferentes tiempos de la
Inflamacion Sistémica aguda.

Para determinar dafio renal posterior a la induccién de inflamacién sistémica con LPS,
se realizaron cortes de tejido de 4um y se tifieron con Hematoxilina-Eosina. En los
cortes histologicos de las biopsias control no se observaron cambios aparentes en el
glomérulo sin embargo en las biopsias de los rifiones de los ratones tratados con LPS, a
partir de las 12 h se observaron cambios como disminucién del espacio de la capsula de
Bowman y el incremento de nicleos, con un efecto mayor a las 36 h donde se reduce
totalmente el espacio de la cdpsula de Bowman, hay proliferacion de células
mesangiales, hipercelularidad e incremento del tamafo del glomérulo, a las 48 h

empieza a observarse la fase regresiva en las alteraciones (Figura 8).
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Figura 8. Analisis histolégico de la progresion de dafio glomerular. En el andlisis histolégico mediante
Hematoxilina-Eosina, se observa una modificacién de la estructura glomerular a partir de las 12 h, con un
mayor dafio a las 36 h como es la reduccion del espacio de la capsula de Bowman (flechas negras) y un
incremento en el ndmero de células mesangiales (flechas fojas) posteriores al tratamiento con LPS.

8.1.2. Analisis de proteinas en orina

La presencia de grandes cantidades de proteinas en la orina es un signo caracteristico de
falla renal por pérdida de la barrera de filtracién glomerular, razén por la que se
determinaron los niveles de proteina en orina de manera cuantitativa (por el método de
Lowry) y cualitativa en un gel de poliacrilamida al 12 % tefiido con Azul de Coomassie
poniendo énfasis en los niveles de albimina excretada (Figura 9), por ambos métodos se
puede observar el incremento general de la proteina excretada en los grupos de ratones
con el tratamiento de LPS comparados con el grupo control, observandose el mayor
incremento después de las 12 h del tratamiento con una disminucién a las 48 y 72 h. La
concentracion de albimina se determiné por densitometria presentindose una
concentracion de 215.87 +£3.22 y 190 +36.78 ug/mL en la orina de ratones a las 24 y 36
h con una diferencia estadistica significativa comparada con el control sano (p>0.0001)

(Grafica 1).
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Figura 9. Incremento de proteina en orina por SDS-PAGE. 40 uL de orina de los ratones tratados con
LPS a diferentes tiempos y se corrieron en un gel de poliacrilamida al 12% tefiido con Azul de Coomassie
en el cual se observa en incremento de proteinuria después de las 12 h de tratamiento con LPS y el control
sin LPS. CR: grupo crénico como control positivo, BSA: Albimina sérica bovina.
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Grafica 1. Incremento de la concentracion de albiimina en orina. Se determiné la concentracién de
albimina en orina usando como control 1uL. de BSA (Albtimina Sérica Bovina) mediante densitometria
del gel de poliacrilamida. Se observa un incremento mayor de la concentracién en pg/mL de proteina a
las 24 y 36 h posteriores a la induccién de la inflamacién sistémica con una diferencia estadistica
significativa comparada con el control (p< 0.001).
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La concentraciéon en mg/mL muestra un incremento de proteina total en orina después de
las 12 h del tratamiento con LPS, con un mayor incremento a las 36 h comparado con el

grupo control con p = 0.01 (Gréfica 2).
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Grafica 2. Incremento de la concentracion de proteina en orina durante inflamacién sistémica.
Mediante el método de Lowry se observa un incremento de la concentraciéon en mg/mL de proteinuria por
el método de Lowry después de las 12 h de tratamiento con LPS comparado con el control. ** =p <0.01;
* —

=p<=<0.05.

8.2. Secrecion de citocinas inflamatorias en daiio renal agudo por LPS

Los resultados de la ELISA presentan que la endotoxemia inducida por el LPS eleva los

niveles de las citocinas proinflamatorias analizadas: IL-6, TNFa e IL-1p.

En el analisis de la IL-6 se observo un incremento en el suero de ratones a lo largo del
proceso inflamatorio de las 12 a las 48 h con respecto al control, sin embargo su maximo
nivel lo alcanzo a las 12 h con 49.96+5 ng/mL, lo cual es estadisticamente significativo
comparado con el control p< 0.0001 como se muestra en la grafica 3. En TNFa se
observé un incremento en los diferentes tiempos de la inflamacién sistémica, la mayor
concentracion se mostré a las 36 h con 4.44 + 0.1 ng/mL con una diferencia significativa
comparada con el control p< 0.05 como se muestra en la grafica 4. Los niveles de IL-1f

muestran un incremento en los niveles de expresion en todos los tiempos analizado con
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respecto al control, sin embargo su concentraciéon més alta se observa a las 36 h con una

diferencia estadistica a las 36 h (p<0.05) como se muestra en la gréfica 5.
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Grifica 3. IL-6 en el proceso inflamatorio sistémico. Se observa en incremento de la concentracién en
ng/mL de IL-6 a las 12, 36 y 48 h posterior a la induccién de la inflamacién sistémica, con una mayor
concentracién a las 12 h (p< 0.0001).
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Gréfica 4. TNFa en suero de ratones con inflamacién sistémica. TNFo muestra un incremento de las
12 a las 48 h posteriores a la induccién de la inflamacién, se observa un incremento mayor a las 36 h con
una diferencia estadistica significativa comparada con el control con p< 0.05.
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Grafica 5. IL-1P en suero de ratones posterior a la induccién de la inflamacién sistémica. IL-1§
muestra un incremento a partir de las 12 h posteriores a la induccién de la inflamacién, se observa un
incremento mayor a las 36 h con una diferencia estadistica significativa comparada con el control con p<
0.05.

8.3. Modulacion de WT1 en el proceso inflamatorio

El gen WTI presenta 4 isoformas de acuerdo a sus splicing alternativos en el exén 5 y en

el exén 9 con diferentes funciones bioldgicas.

8.3.1. Analisis de la expresion de las isoformas WT1 KTS+/17AA+

Para observar si existe una desregulacién o expresion diferencial de las isoformas de
WT1 KTS+/17AA+ en dafo renal, se analiz6 mediante PCR punto final, en el que se
observé mayor expresion en la banda de la isoforma KTS+ en relacion con la isoforma
KTS-,mientras que el andlisis de las isoformas 17AA+ que se observa en la misma
proporcién tanto en controles como en los tratamientos, los productos de PCR fueron
observados en geles de poliacrilamida para obtener mejor resolucion en la separacién de

bases, no observandose un desbalance entre las isoformas en los diferentes tiempos del
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dafio renal transitorio al tener similitud en la expresion del control sin tratamiento

(Figura 10).

Control 12 h 24h 36h 48 h 72h

Figura 10. Analisis de la expresion de las isoformas KTS+ y 17AA+ de WT1 mediante PCR. No se
observa desregulacion de la expresion de las isoformas de WT1 KTS+/17AA+ en dafio renal inducido con

LPS en ningtin tiempo posterior al tratamiento.

8.3.2. Expresion relativa de WT1 en biopsias renales tratadas con LPS

Con la finalidad de responder nuestra pregunta central, si (WT1 era modulado por el
proceso inflamatorio y este repercutia en la afeccion renal?, se determind la expresion
total del gen WT1 en biopsias renales de los ratones con inflamacién sistémica en los
diferentes tiempos del curso de la inflamacién, se analizé por medio de la prueba de
PCR en tiempo real y se normalizo con el gen constrictivo GA3PDH y se determiné la
expresion relativa (224€T) del RNAm como se explica en material y métodos. En la
grifica de expresion relativa se observd una disminucién en todos los tiempos
analizados con respecto al control sin embargo en punto mds bajo es a las 36 h de la
induccién de la inflamacién sistémica como se muestra en la grifica 6. La expresion
relativa del RNAm de WTI tiene una correlacion negativa con TNFa (p= 0.05) e IL-1p
(p=0.29).
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Grafica 6. Expresion relativa del RNA mensajero de WT1. En la expresion relativa del RNAm de
WT1 mediante RT-qPCR en los diferentes tiempos de la afeccién renal se observa la disminucién de la
expresion en los diferentes tiempos de dafio renal, mediante el método de Livak 24T, Con una
diferencia estadistica significativa comparado con el control (***= p< 0.001), GA3PDH como gen
enddgeno.

8.3.3. Expresion de la proteina WT1 por Western blot

En el andlisis de la expresion de la proteina WT1 mediante la técnica de Western blot se
observé una disminuciéon de la proteina en todo el transcurso de la inflamacién

sistémica y el andlisis de densitometria figura 11.
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Figura 11. Analisis de la expresion de la proteina WT1. En el andlisis de la expresion de la proteina
de WT1 mediante western blot (A), se observa un decremento posterior a las 12 h después de la
induccién de la inflamacion sistémica, el cual fue medido mediante densitometria y normalizando con
GA3PDH (B).

8.3.4. Localizacion (nuclear/citoplasmatica) y fosforilacion de WT1

Uno de los eventos importantes en la modulacion post-traduccional de la proteina de
WTI es la fosforilaciéon en los residuos de aminodcido 363 y 393 que induce el
desplazamiento de la proteina al citoplasma. Para ello se determiné la presencia de WT1
fosforilado en los podocitos asi como la localizaciéon de WT1 por inmunohistoquimica e

inmunoflourescencia.
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8.3.5. WT1 fosforilado en biopsias renales de ratones tratados con LPS

El andlisis y la fosforilacién de WT1 se analiz6 por IHQ indicando la prescencia de WT1 fosforilado en la serina 363 y 393 en el
citoplasma de las células en cortes de tejido renal a partir de las 12 h de la induccién de la inflamacién sistémica manteniendose hasta

las 72 h como se muestra en la figura 12.

ontrol 12 h 24h 7 36 h 7' ” 7 h

Figura 12. Analisis de la proteina WT1 fosforilado. En el andlisis de la proteina de WT1p (WT1 fosforilado) se realiz6 mediante IHQ (Inmunohistoquimica),
en el cual se observa un incremento de la proteina fosforilada en las serinas 393 y 363 (6 365 segtin isoforma) en el proceso de dafio renal a partir de las 12 h de la

administracién del LPS. Los recuadros que se observan en la parte superior derecha, son aumentos de la regién que marca la flecha.
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8.3.6. Localizacion nuclear/citoplasmatica de WT1 por IFI

Para determinar la localizacién de la proteina WT1 en las biopsias de rifiones de los
ratones en los diferentes tiempos de la afecciéon renal se analiz6 mediante
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), la cual fueron observadas por microscopia
confocal, como se menciona en material y métodos. Al analizar las células del
glomérulo se observo una localizacion nuclear de WT1 en los podocitos de las muestras
control, no asi para las muestras con mayor dano (36 h), en las cuales se observé una

localizacién principalmente citoplasmética como se muestra en la figura 13.

Control WT1/DAPI 36 h WT1/DAP

Figura 13. Localizacion de la proteina WT1 por IFI en podocitos glomerulares. El andlisis de la
localizacién de la proteina de WT1 en ratones de grupo control y 36 h posteriores a la administracién de
LPS. Rojo TX (WT1) y DAPI (Nucleos). En el grupo control se observa una localizacién de WT1 en el
nicleo como el que se muestra en el recuadro amarillo (podocitos) y a las 36 h una localizacién en
citoplasma (Olympus BX61W1 60x).

8.3.7. Expresion del RNAm de WT1 y Nefrina en rifion de los ratones con LPS

Se ha reportado que la des-localizacion de WTI1 bloquea su actividad post-
transcripcional y esto repercute en dafio renal por lo que se analizé la expresion del
RNAm de WTI1 y Nefrina por RT-PCR, nefrina en un gen modulado por WT1 e
indispensable para la correcta filtracion glomerular, el RT-PCR punto final no indica que

existe una asociacion entre los niveles de expresion de WT1 y nefrina en las h criticas

42



de la inflamacién y dafio renal (24 y 36 h) (Figura 14), se us6 el gen constitutivo
GA3PDH para normalizar y determinar el andlisis de densitometria de los 2 genes

analizados.
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Figura 14. Analisis de la expresion del RNAm de Nefrina. En el anilisis de la expresion de Nefrina
mediante RT-PCR muestra el decremento a las 24,36 y 48 h posteriores a la induccién de la inflamacién

sistémica. Las bandas fueros analizadas mediante densitometria y normalizadas con GA3PDH.

8.3.8. Expresion del RNAm de WT1 y Nefrina en explantes renales tratados con
TNFa e IL-1P

Con la finalidad de tener un resultado més limpio sin la interaccién de toda la biologia
del animal, se realizaron cultivos de explantes de tejido renal y fueron tratados con las
citocinas TNFa e IL-1pB para analizar la expresion de WT1 y NEFRINA, asi como para

observar su localizacién Nucleo/citoplasma de WT1I.

Para determinar si las citocinas modulan la expresion de WT1, los explantes renales
fueron tratados con IL-1p y TNFa durante 12 y 24 h, las muestras fueron analizadas por
RT-PCR en el cual se observa un incremento del RNAm de WT1 con TNFa e IL-1f a

las 24 h y una disminucién en la expresion de nefrina como se observa en la figura 15.
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Figura 15. Analisis de la expresion del RNAm de WT1 y Nefrina en explantes renales. En el anlisis
de la expresion de WT1 y NEFRINA mediante RT-PCR en explantes renales expuestos a 10ng/mL de
TNFa y 20 ng/mL de IL-1B en diferentes tiempos, en el cual se observa un ligero incremento de WT1 con
IL-1 B alas 24 h y para TNFa a las 12h y 24 h para TNFa.

8.3.10. Localizacion nuclear/citoplasmatica de WT1 por IFI en explantes renales

Para determinar si TNFa e IL-1p son las responsables de la deslocalizacién de la
proteina WT1, se realizaron explantes renales de ratén y se trataron con las citocinas
TNFa e IL-1B a las 12 y 24 h, las muestras se analizaron mediante Inmunofluorescencia
Indirecta, la cual fueron observadas por microscopia confocal, como se menciona en
material y métodos. Se observo una localizacion principalmente nuclear de WT1 en las
muestras control, en los explantes con LPS e IL-1f se observa una localizacién

nucleo/citopldsmica y una localizacién citoplasmética para explantes tratados con TNFa

como se muestra en la figura 16.
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Control WT1/DAPI WT1/DAPI TNFa WT1/DAPI IL-18 WT1/DAPI

Figura 16. Localizacion de la proteina WT1 por IFI en podocitos glomerulares de explantes tratados
con TNFa e IL-1B. En el andlisis de la localizacién de la proteina de WT1 en explantes renales tratados
con TNFa e IL-1B se observa una deslocalizacién nuclear en los explantes tratados con TNFa, y una
localizacién tanto nicleo/citopldsmico para LPS e IL-1B. Rojo TX (WT1) y DAPI (Nucleo) como se
muestra en los recuadros color amarillo (podocitos) (Olympus BX61W1 60x).
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9. DISCUSION

El dafio renal se caracteriza por la presencia de anomalias de la estructura o funcién del
rindn con sintomas que comprenden la pérdida de grandes cantidades de proteina de la
sangre a la orina a través de los glomérulos, particularmente albuminuria (Mogensen et
al., 1983). Diferentes estudios de pacientes con algin tipo de dafio renal como Nefritis
Diabética (Duran y Rubio 20014), Nefritis Lipica (Lucisano et al., 2015), SN (Tieranu
et. al., 2017), muestran una alta relacién del dafio renal con el proceso inflamatorio. En
esta tesis se realiz6 un andlisis del dafio renal a nivel molecular e histolégico en un
modelo murino con un proceso inflamatorio sistémico (Doi et al., 2009) mediante la
administracion de LPS para producir la lesion renal aguda. Huang et al., 2017 en un
modelo con ratas Wistar indujeron dafio renal con adriamicina y una dieta rica en
lipidos, observaron cambios histopatolégicos como expansion glomerular, proliferacion
de células mesangiales, fusion de pedicelos e infiltraciéon de células inflamatorias en los
glomérulos con un incremento significativo de TNFa en este grupo y en el 2018 Wang y
colaboradores trabajaron con un modelo murino de Nefropatia Idiopdtica membranosa
(NIM) producida por BSA, la histologia renal mediante tincion Hematoxilina y Eosina
(H&E) muestra un engrosamiento difuso de la membrana basal glomerular con
incremento de células inflamatorias por IHQ, a diferencia de un grupo de ratones con
NIM a los que se inhibi6 la sefhalizacion de TNFa mediante el bloqueo del receptor
TNFR1 y TNFR2 en el que no se observan cambios histoldgicos significativos con
menor nimero de células infiltradas en el glomérulo. Estos resultados concuerdan
parcialmente con los nuestros ya que con la induccion de la inflamacién sistémica
mediante la administracion de LPS se observa en cortes renales cambios
histopatoldgicos como expansiéon glomerular, hipercelularidad e infiltraciéon de células
inflamatorias que correlacionan con el incremento de IL-13 y TNFa en el suero de estos

ratones.
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Dentro de las principales caracteristicas de dafio renal se encuentra el incremento de la
permeabilidad de la barrera de filtraciéon glomerular (Brinkkoetter et al., 2013), esto
debido a multiples factores que intervienen en el borramiento o desprendimiento de los
podocitos, dando origen a un extenso espectro de sindromes clinicos (Pan et al., 2016).
En Nefritis Lapica, una complicacion de una enfermedad autoinmune en el que se ha
observado desprendimiento de podocitos y disminucién en la expresion de la proteina

WT1 (Bollain et al., 2011).

La respuesta de los pacientes a terapia inmunosupresiva, en las diferentes afecciones
renales indican que el sistema inmune y el proceso inflamatorio juegan un papel
importante en el dafio renal y las presencia o las mutaciones de WT1 en pacientes con
sindrome nefrético sensible resistente a esteroides indican la importancia de WT1 en la

respuesta a la terapia (Dong et al., 2015).

Takano et al., 2007, en un cultivo de podocitos en presencia de TNFa e IL-1,
observaron un incremento en los niveles del RNAm de WT1, mediante analisis de
Northen blot. Estos resultados no concuerdan con los nuestros, en el cual se observd una
disminucion en la expresion del RNAm partir de las 12 h, con una mayor disminucion
en a las 36 h posteriores a la administraciéon del LPS, por PCR en tiempo real, también
se observo la disminucién pero no total de proteina de WT1 mediante western blot, esta
diferencia podria deberse a que Takano et al., 2007 utilizan cultivo de podocitos puro y
en nuestro caso se trabajo con biopsias de tejido renal de nuestro modelo animal en el
cual intervienen gran nimero de células diferentes, sin embargo si concuerdan con los
resultados publicados por Zapata et al., 2017 en el cual reportan una disminucioén en la
expresion de proteina entre los diferentes grupos de estudios en pacientes con Sindrome

Nefrotico en biopsias renales mediante el andlisis de fluorometria.

Las diferentes isoformas de WT1 juegan un papel importante en la biologia celular ya
que la isoforma KTS- tiene una funcién principalmente como factor de transcripcion y la
isoforma KTS positiva se le ha atribuido en el procesamiento del RNAm (Larson et al.,
1995). Klam et al., 1998 en muestras de rifién de pacientes con tumor de Wilm’s, control
sano y pacientes con sindrome de Frasier, analizaron la expresion de la isoforma KTS+/-
mediante RT-PCR, observando una mayor expresion de la isoforma KTS+ en sujetos

47



sanos y en pacientes con tumor de Wilm’s, sin embargo, en pacientes con sindrome de
Frasier se observa una desregulaciéon con aumento en la expresion de KTS- y
disminucién en la isoforma KTS+, sin embargo en algunos sindromes WT1 se encuentra
mutado lo que ocasiona la desregulacion del sistema genitourinario como en el sindrome
Denis Dash sin embargo desarrolla el tumor de Wilm’s (Pelletier et al., 1991). Nuestros
resultados en biopsia de rifién de ratones tratados con LPS y grupo control muestran
mayor expresion de la isoforma KTS+ que concuerdan parcialmente con los reportados
por estos autores en rifién sano, no existiendo alguna desregulacién de las diferentes
isoformas a lo largo de la lesién aguda. Se ha reportado que la isoforma KTS- tiene
actividad transactivadora modulando genes involucados en proliferacion, diferenciacion
y apoptosis, en podocitos se ha descrito que WT1 modula genes importantes en el
diafragma de filtracion, estructurales y de anclaje a la MBG (Dong et al., 2015), sin
embargo, Wells y colaboradores en el 2010 reportan que la isoforma KTS+ es

predominante en podocitos renales (Wells et al., 2010).

Debido a la disminucién, pero no total de WT1 a nivel de proteina y que no se encuentra
desregulacion de las isoformas de WT1 (KTS+/-), es importante determinar el papel en
el mantenimiento e integridad de los podocitos, WT1 modula varios genes, entre ellos
Nefrina y podocalixina, que son proteinas importantes para la estabilidad del podocito y
correcta filtracion. La expresion del RNAm de Nefrina a lo largo del dafio renal agudo,
se observa una disminucién a las 24, 36 y 48 h, lo que indica una posible regulacion
post-traduccional de la proteina WT1, se procedi6 al andlisis de la localizacién nuclear o
citopldsmica de la proteina WT1 en tejido renal por IFI, observando una deslocalizacion
nuclear en el grupo posterior a las 36 h cuando existia la mayor concentracién de TNFa
e IL-1B en el suero de los animales tratados con LPS, estos resultados concuerdan con
los reportados por Kato et al., 2010, en un modelo de dafo renal agudo, observan una
disminucién de nefrina con la disminucién de WT1 nuclear y pérdida de albimina en
orina. Zapata et al., 2017 observan una localizacion WT1 principalmente citopldsmica
en pacientes con SN resistente a corticoesteroides comparado con controles sanos que
observan una localizacion principalmente nuclear. Por otro lado, Marcet et al., 2007 en
la linea celular A549 epiteliales de pulmén humana que presenta una elevada expresion

de WT1 observaron que al ser tratadas con TNFa o con una mezcla de LPS, PMA o
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IFNy que dio como resultado la traslocacion de WTI1 al citoplasma, asi como el
incremento de la expresion de la proteina metaloproteinasa 9 (MMP), indicando que
WT1 es un represor para la proteina MMP-9. Estos resultados indican que la
deslocalizacién de WT1 conduce a la pérdida de la funcién de WT1 como factor de

transcripcion.

La fosforilacién es una modificacién post-traduccional comin entre los factores de
transcripcion, esta modificacion permite la entrada o salida del nicleo mediante la
fosforilacién por quinasas en residuos de serina, treonina o tirosina (Bigeard y Hirt
2018). Takano et al. 2007 mediante un cultivo de podocitos inmortalizados con citocinas
derivadas de macréfagos (IL-1p y TNFa) suprimieron la actividad promotora del gen de
nefrina independiente de WT1 a través de la via fosfatidilinositol-3-quinasa. Por otro
lado, Sakamoto et al., 2012 reporta que la proteina WT1 expresada exdgenamente en
los fibroblastos tratados con forskolina activa la proteina quinasa (PKA) dependiente
de cAMP que indujo la fosforilacién de sitios adicionales en WT1 en la serina 365 y
393 que se encuentran en los dedos de zinc. Estos resultados concuerdan parcialmente
con los nuestros ya que en nuestro modelo de inflamacidn sistémica mediante IHQ en
el tejido renal se observé un incremento de WT1 fosforilado a partir de las 12 h
posteriores a la inducciéon del dafo renal, sin embargo, nuestro modelo hay una
expresion de las citocinas inflamatorias, para poder determinar que citocina tiene el
efecto en condiciones controladas se procedio a trabajar con explantes renales tratados
con TNFoe IL-1B , resultando un incremento del RNAm de WT1 A las 24 h, sin
embargo, el RNAm de Nefrina gen modulado por WT1 disminuye su expresiéon con
estas mismas citocinas reforzando la modulacién post transcripcional de WTI1. El
incremento de WT1 concuerda con lo reportado por Takano y cols en el 2007 'y por
Dhebi et al., 1998 en el cual reportan que los miembros de la familia NF-xB son
importantes para activar la expresion de WT1 y residen rio arriba de la cascada de
sefalizaciéon reguladora que conduce a la activaciéon de WT1, sin embargo la posible
induccién de la fosforilaciéon de TNFa e IL-13 (Marced et al., 2007; Takano et al., 2007)
podria disminuir la expresion de nefrina ya que la fosforilacion de WT1 lo conduce al
citoplasma y lo limita como factor de transcripcidn, estos resultados concuerdan con los

nuestros en el que se observo la traslocacion de WTI al citoplasma de los podocitos de
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explantes renales tratados con TNFa y un incremento en WT1 citopldsmico con IL-1P y
LPS. Estos resultados indican que el proceso inflamatorio juega un papel importante en
el dafio renal principalmente por las citocinas pro-inflamatorias IL-B y TNFa que a
través de PKA modula post-transcripcionalmente a WT1 suprimiendo su funcién de
factor de transcripcién que conduce a la disminucién de las principales proteinas que
forman la barrera de filtracién y conduciendo a la pérdida de proteinas a través de la

orina, principal sintoma de falla renal.
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10. CONCLUSIONES

En el modelo murino inflamatorio agudo se encontré un mayor dafio a nivel histolégico
en biopsia de rifién a las 36 h posteriores a la administracion del LPS con un incremento

en la pérdida de albtimina a las 24 y 36 h.

El incremento de TNFa e IL-1B en suero de los ratones tratados con el LPS

correlacionan con el dafo histolégico y con el incremento de la proteina en orina.

No existe desregulacion en las isoformas de WT1 KTS+ y 17AA+ en rifién de ratones de

ratones a lo largo del proceso inflamatorio.

La expresion del RNAm de WT1 disminuye en el rifiéon a lo largo del proceso

inflamatorio, la menor concentracién se presenta a las 36 h de la induccién con LPS en

modelo murino

La proteina WT1 muestra una ligera disminucién de la expresién, manteniéndose a lo

largo del proceso inflamatorio en el modelo murino.

El RNAm de Nefrina disminuye principalmente a las 24, 36 y 48 h posteriores a la

induccion de la inflamacion sistémica.
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La fosforilaciéon de WT1 en las serinas 393 y 363 en podocitos renales se observa a lo

largo del proceso inflamatorio.

TNFa incrementa la expresion de RNAm de WT1 en podocitos de explantes renales.

La expresion del RNAm de Nefrina disminuye con IL-1p y TNFa en podocitos de

explantes renales.

TNFa induce la deslocalizacion de WT1 en podocitos de explantes renales.

IL-1pB incrementa WT1 citopldsmico en podocitos de explantes renales
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11. PERSPECTIVAS

Determinar el mecanismo por el cual TNFa e IL-1 incrementan la expresion de WTI.

Determinar la modulacién de citosinas antiinflamatorias (IL-10) y su relacién con WT1

a lo largo del proceso inflamatorio

Analizar si la curcumina tiene efecto nefroprotector mediante su actividad

antiinflamatoria y su relacién con WT1.

Observar si existe una correlacion entre miR-15a y miR-16-1 y WT1 en un proceso

inflamatorio.
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