CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

Expresion renal de Gasl en el desarrollo postnatal en ratas
TESIS
Que presenta

Biol. Andrea Cetina Palma

Para obtener el grado de

MAESTRA EN CIENCIAS

EN LA ESPECIALIDAD DE FARMACOLOGIA

Directores de la tesis:

DR. JOSE LUIS REYES SANCHEZ DR. JOSE VICTOR SEGOVIA VILA

Ciudad de México Diciembre, 2016



Este proyecto se realizd en el laboratorio 36 del Departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias,
bajo la direccion del D.C. José Luis Reyes Sanchez y con el apoyo otorgado por el Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACYT).



Resumen

Los rifiones son los Organos reguladores de la homeostasis de los vertebrados y estan formados por
unidades llamadas nefronas, que estan conformadas por el glomérulo, el tlbulo contorneado
proximal, el asa de Henle y la nefrona distal. Los mamiferos recién nacidos poseen rifiones
funcionalmente inmaduros cuando se comparan con el adulto. Aunque todos los segmentos de la
nefrona estan presentes al nacimiento vy la filtracidn ocurre antes de nacer (12 semanas de edad
gestacional en el humano), la maduracién renal continla en el periodo postnatal, en donde procesos
bioldgicos como la proliferacién y la diferenciacion celular son indispensables para alcanzar la
maduracion. Las células se multiplican rdpidamente durante el desarrollo y por lo tanto es posible
gue existan agentes que detengan esta proliferacidn en un determinado tiempo. La proteina Gas1
esta relacionada con la diferenciacion celular e inhibe la proliferacion celular ya que detiene el ciclo
celular en la transicién de la fase GO a la fase S. El papel de Gas1 durante el desarrollo postnatal

renal es desconocido.

El objetivo de este trabajo fue conocer el patron de expresidn de la proteina Gas1 en el rifidn durante

el desarrollo postnatal en la rata e identificar en qué secciones de la nefrona se encuentra presente.

Se observo que Gasl presenta un patron de expresion diferencial a nivel renal. Se encuentra en el
glomérulo y en la nefrona distal. En el glomérulo, identificado por medio de la proteina Nefrina la
expresion de Gas1 es a nivel intraglomerular y en la capsula de Bowman. La expresion de Gasl en la
capsula de Bowman es homogénea conforme madura el rifion, sugiriendo un posible papel de Gas1
como marcador de estado de diferenciaciOn celular a nivel glomerular. Gasl no se expresa en el
tlbulo proximal durante el desarrollo postnatal ni en el adulto. Gasl se expresa desde el dia
postnatal (DPN) 1 en las células principales APQ2* del tlbulo colector. No se expresa en todas las
estructuras de la nefrona distal (delimitada por la proteina claudina4 o CL4) enlosDPN 1,3,7,10y
14. A partir del DPN 21 su expresidn es homogénea y se mantiene en todas las estructuras distales.
La expresiOn de Gasl en la nefrona distal aumenta conforme madura el rifidn, sugiriendo un posible
papel de Gasl como marcador de estado de diferenciacion celular en la nefrona distal. Se evalud la
expresion de marcadores de células progenitoras renales NCAM*/CD24" en las diferentes secciones
de la nefrona encontrando que disminuye conforme madura el rifidn, sugiriendo una relacion
inversa entre la expresion de Gas1y NCAM/CD24, y un posible papel regulador de Gas1 en las células

progenitoras renales (CPR).



Abstract

The kidneys are the regulatory organs of the homeostasis in vertebrates and they are constituted
by units called nephrons, which are formed in turn by the glomerulus, proximal convoluted tubule,
loop of Henle and distal nephron. Most species of newborn mammals have functionally immature
kidneys compared with adults. Although all the segments of the nephron are present at birth and
the filtration process occurs before birth (12 weeks gestational age), the renal maturation continues
in the postnatal period, in which, biological processes like proliferation and cellular differentiation
are essential in order to reach maturation. The cells multiply rapidly during development, therefore,
it is possible the existence of agents that restrain this proliferation at a certain period of time. The
Gasl protein is related with cellular differentiation and inhibits the cell proliferation as it arrests the
cell cycle in the transition of GO phase to S phase. The role of Gasl during postnatal renal
development remains unknown. The main aim of this work was to study the expression pattern of
Gasl1 protein in the kidney of rats during postnatal development as well as the identification of the
sections of the nephron in which it could be present. We have found that Gas1 has a differential
expression pattern at renal level; it is located in the glomerulus and in the distal nephron. In the
glomerulus, identified by the Nephrin protein, the Gas1 expression is at intraglomerular level and in
the Bowman's capsule. As long as the kidney matures the expression of Gasl in the Bowman's
capsule is homogeneous, suggesting a possible role of Gasl like a marker in the state of cell

differentiation at glomerular level.

Gasl it is not expressed in the proximal tubule during postnatal development neither in the adult.
Gasl is expressed since the postnatal day 1 in the main cells AQP2* of collecting tubule. It is not

expressed in all the structures of the distal nephron (delimited by the protein CL4) in the postnatal
days 1, 3, 7, 10 and 14. Starting from the 21 postnatal day, the expression pattern of Gasl is
homogeneous and it is present in all the distal structures. The expression of Gasl in the distal
nephron increases as kidney matures, suggesting also a possible role of Gasl like a marker in the

state of cell differentiation in the distal nephron. We have evaluated the expression of renal
progenitor cells markers NCAM*/CD24" in the different sections of the nephron and found a
decrease of these markers as the kidney matures, suggesting an inverse relationship between the
expression of Gasl and NCAM*/CD24", and therefore a possible regulator role of Gas1 in the renal

progenitor cells.
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Introduccion

Desarrollo renal embrionario

En los vertebrados, durante el desarrollo embrionario del rifion se da la diferenciacidn secuencial de

tres estructuras: el pronefros, mesonefros y metanefros, siendo éste Ultimo el que dara origen al

rifidn funcional. La formacién del rifibn funcional comienza por la induccibn de dos zonas

embrionarias diferentes reciprocamente inducidas, el mesénquima metanéfrico (MM) y la yema

f5,6

ureteral (YU) derivada del conducto de Wol

romta o

emns

Bowman's capade

Comma shaped body
Esq. 1. Desarrollo embrionario de la nefrona. Se muestran los
diferentes estados morfolGgicos renales en la embriogénesis
renal del ratdn. a) Se muestra al E10.5 las dos zonas
embrionarias, el mesénquima metanéfrico (MM) y la yema
ureteral (YU) derivada del conducto de Wolf (WD). b) E11,
diferentes factores transcripcionales y agentes que regulan el
balance entre proliferacion, inhibicibn de la proliferacion,
apoptosis y diferenciacidn, necesarios en esta etapa de
desarrollo. c y d) Después de las inducciones reciprocas entre el
MM vy la YU comienza la ramificacion del arbol ureteral. e)
formacion de los agregados en coma y posteriormente en forma

de S, finalmente células endoteliales migran y las estructuras

11
glomerulares se forman~.

5 Fagoc tad,y Mgraton of oncotholal ool Gomersogoress

La YU comienza la morfogénesis en

respuesta a sefiales provenientes
del MM’, que provoca que la YU se

ramifigue e invada el MM,

induciendo que las  células
adyacentes al MM se condensen
alrededor de las puntas de la YU,
formando la cap mesénquima; las
células del MM restantes seran el
mesénquima estromal,
posteriormente los  agregados
pretubulares provenientes de la cap
mesénquima comienzan la
transicibn mesénquima- epitelial

para dar lugar a las vesiculas

renales, que se fusionaran con el
tallo ureteral generando los
agregados en forma de coma (coma
shape) que formaran a los
agregados en forma de S (S shape)
hendiduras

con proximales vy
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distales conforme se van diferenciando. La hendidura mas proximal serd infiltrada por células
endoteliales formando el penacho glomerular. Finalmente, interacciones reciprocas epitelio-
mesénquima inducen a la YU a ramificarse repetidamente de una manera altamente reproducible,
y nuevas nefronas se forman a partir del MM adyacente a cada punta de la YU. La YU que se ramifica

forma el sistema de tUbulos colectores que conectaradn las nefronas con el uréter que drenara la

orina en la vejiga® ° (Esq. 1).

El desarrollo renal embrionario esta fuertemente regulado por agentes que inducen o inhiben la
proliferacidn y diferenciacion celular, por ejemplo, el crecimiento de la YU a partir del conducto de
Wolff se da en respuesta a la secrecion de GDNF (Factor Neurotréfico Derivado de Células Gliales)
por parte del MM. Esta sefial inductora se asocia al receptor c-Ret que se localiza en las membranas
plasmaticas de las células epiteliales de la YU temprana. La sintesis de GDNF esta regulada por el
factor transcripcional WT1. Este factor transcripcional regula la expresion de varios genes mediante
su union a los promotores. Por ejemplo, después de que el MM responde a la sefial del FGF, la

proteina Gasl que es dependiente de la expresién de WT1, promueve la proliferacion del MM al

activar la cascada de sefializacion FGF19112 (Esq. 2).

Proliferation

Metanephric
mesenchyme

Ureteric bud

Differentiation
Pre-tubular

anaranata
Esqg. 2. WT1 contribuye a la auto-renovacion y proliferacion del mesénquima metanéfrico. En circulos rojos
se observa que WT1 regula directamente la sefializacion del FGF al regular a Fgf20/Fgf16 y la expresion de

Gasl para antagonizar la cascada BMP-Psmad necesario para la supervivencia y autorenovacion del MM?12,

15
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El rifiOn

Los rinones son los érganos excretores en los vertebrados, cada individuo posee dos, uno a cada
lado de la columna vertebral y estan situados en la parte posterior del abdomen, en el
retroperitoneo. Estos drganos filtran la sangre del aparato circulatorio y eliminan los desechos
(diversos residuos metabdlicos del organismo, como son la urea, el acido Urico, la creatinina, el
potasio y el fésforo) mediante la orina, a través de un complejo sistema excretorio que incluye
mecanismos de filtraciéon, reabsorcién y secrecién. El rifién se divide macroscopicamente en dos
zonas, una zona externa denominada corteza y una zona interna denominada médula. A nivel
microscopico, el rifidn humano estd formado aproximadamente por 2 millones de nefronas
(mientras que en las ratas es aproximadamente entre 30-34,000 por 6rgano). La nefrona es la
unidad estructural y funcional del rifidén, responsable de la homeostasis de la sangre y del liquido
extracelular. Su principal funcién es filtrar la sangre para regular el agua y las sustancias solubles,

reabsorbiendo lo que es necesario y excretando el resto como orina.

La nefrona esta constituida por el glomérulo, el tubulo contorneado proximal, el asa de Henle
(delgada ascendente y descendente), el tubulo distal y los tubulos colectores. El funcionamiento de
la nefrona esta basado en un intercambio de iones que comienza cuando la sangre ingresa al
glomérulo via la arteriola aferente, el fluido filtrado pasa al tubo contorneado proximal donde el
sodio, agua, aminodcidos y glucosa se reabsorben parcialmente, por mecanismos transcelulares y

paracelulares&g.

Eventos postnatales renales

Maduracion renal

Un evento que ocurre en el periodo postnatal en algunos mamiferos entre ellos el humano y la rata
es la maduracion renal. Se sabe que, aunque todas las secciones de la nefrona estan presentes al
momento del nacimiento y que, aunque la filtracidn se realiza desde antes del nacimiento, los

riflones son funcionalmente inmaduros al nacer.

Los rifiones de los mamiferos recién nacidos tienen una limitada capacidad de concentrar orina y
una tendencia a retener sodio, cuando se compara con el adulto. Caracteristicas estructurales y

funcionales del rifidn son las responsable de estas diferencias, por ejemplo, al nacer el asa de Henle
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es mas corta, existe un bajo gradiente osm0tico intersticial y un alto flujo sanguineo medular, un
alta permeabilidad del tUbulo colector al sodio, una baja respuesta de las células del tlbulo colector
a la hormona antidiurética (ADH) relacionada a la escasez de sus receptores, minima respuesta de
la adenil ciclasa a ADH, disminucion en el tlbulo proximal de los trasportadores de aniones organicos

(SLC22a6 y SLC22a8), entre otras caracteristicas morfoldgicas y estructurales'3*4,

Nefrogénesis renal

Otro evento que ocurre en el periodo postnatal es la nefrogénesis en algunos mamiferos entre ellos,
el raton y la rata. La zona nefrogénica en el rifidn en desarrollo genera varios grupos de nefronas
antes de desaparecer alrededor de los DPN 6-7 en el ratdn. La induccién de nuevas nefronas se
completa probablemente los DPNs 3-4. Parece que la ventana de induccién de la mayoria de las
nefronas es entre el dia E16.5 y el DPN 2. Esto es congruente con lo observado por Cebrian et al;
gue encontraron que solo 700 nefronas estaban presentes en el dia E16.5, pero incrementaban a
8,000 nefronas al DPN 2. En ratones la nefrogénesis se detiene poco tiempo después del nacimiento,
cuando las CPR estdn completamente agotadas, mientras que en los humanos la induccion de
nuevas nefronas ocurre completamente en el feto (la nefrogénesis termina en la semana 36 de
gestaciOn). Hasta la fecha los mecanismos que controlan la proliferacién y su detencidn en estas
poblaciones es desconocido. Una fuente de células madre capaz de originar las unidades funcionales
del rifidn, las nefronas, no existe en el rgano adulto, ya que la poblacidn de CPR en el rifidn humano
se agota al nacimiento. Aunque la poblacién equivalente en los ratones persiste en los primeros dias
de vida, también se termina, lo que resulta en la incapacidad de generar nuevas nefronas en
respuesta a un dafio postnatal®>.

La investigaciOn sobre la nefrogénesis y las CPR ha llevado a la identificacion de agentes que
controlan el balance entre la autorenovacion y la diferenciacion de las CPR, incluyendo a WT1. En
ausencia de este factor transcripcional durante la embriogénesis el MM sufre apoptosis, resultando
en agenesis renal. WT1 controla la expresion de varios genes requeridos para la proliferacion y

diferenciacién de las CPR1®.
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Gasl

Las diferentes etapas del desarrollo (embrional, postnatal, madurez y vejez) involucran una
integracidbn y control estricto de varios procesos bioldgicos, como son: la proliferacion,
diferenciacion y muerte celular. Sin embargo, la proliferacidn celular no esta regulada solamente
por la presencia o ausencia de factores de crecimiento, sino por un balance entre factores que
promueven el crecimiento y factores que lo inhiben. Uno de estos agentes que inhiben el
crecimiento celular es la proteina Gas1. Aunque se conocen algunas de las funciones de Gas1 in vitro

poco se sabe de sus funciones in vivo.

En los estados no proliferativos de diferentes tipos celulares la expresidn de un grupo de 6 genes
llamados: genes especificos del arresto del crecimiento o genes GAS se regula positivamente, se

encontrO también que en células que se encontraban en etapas no proliferativas la proteina Gasl
se encontraba regulada positivamente'”. Gas1 es una proteina multifuncional, tiene funciones que

van desde supresor de tumores, agente proapoptotico/antiapoptotico, regulador positivo del

crecimiento del cerebelo durante el desarrollo embrional, entre otros*®.

Gasl (Growth arrest-specific protein 1) es una proteina extracelular de membrana y posee una
region glicosilfosfatidilinositol. Esta formada por 345 residuos de aminodcidos y tiene un peso
molecular de aproximadamente 37 KDa. El homologo de Gas1 en humanos ha sido identificado y
posee una homologia con el Gasl murino de 76.6% a nivel de aminoacidos. Gas1 detiene el ciclo
celular en la transicion de la fase GO a la fase S. En cultivos celulares, la sobre-expresion de esta
proteina inhibe la sintesis de ADN y detiene la proliferacion celular. En cultivos primarios se conoce
su actividad como agente proapoptbtico en neuronas del hipocampo, neuroblastomas y células
gliales. Se encuentra expresada en cerebro, rifidn, corazon, células endoteliales, pulmdn, gbnadas
(préstata y glandulas mamarias) y mUsculo esquelético. Se propuso, que los efectos de Gasl en el
arresto celular e induccién de apoptosis a nivel del sistema nervioso son causados por su capacidad
de inhibir la sefializacion intracelular inducida por GDNF, que se encuentra presente y juega un papel

muy importante en la morfogénesis renal®® 1% 20,

18



Antecedentes

Estudios previos demostraron que Gas1 se expresa en podocitos de ratas adultas sanas y que células
mesangiales glomerulares eran capaces de secretar Gasl en el sobrenadante in vitro. Y usando un

modelo experimental de ratas con glomerulonéfritis mesangioproliferativa encontraron que Gasl

podria actuar como un inhibidor enddgeno de la proliferacion celular?®.

Otro grupo de investigacion evalud el miR-34a. Se sabe que este miR-34a estd asociado con la
proliferacidon celular y se encuentra regulado positivamente en la nefropatia diabética. Ellos
encontraron que la regulacién a la baja del miR-34a inhibe la proliferacién celular mesangial
glomerular in vitro y mejora la hipertrofia glomerular in vivo. Encontraron que Gasl como blanco
del miR-34a regula la proliferacién de células glomerulares ya que, el miR-34a tiene un efecto
inhibitorio en la expresidn de Gas1 al reconocer su 3"UTR. Por lo tanto, una regulacion a la baja del
miR-34a mejora la proliferacibn mesangial y la hipertrofia glomerular en la nefropatia diabética
temprana en el ratén al tener como blanco a Gas1%2.

Como antecedente directo de nuestro laboratorio mediante un modelo de diabetes temprana en
rata, se encontrd que la expresion de Gasl disminuye en la capsula de Bowman y promueve el

aumento de células progenitoras parietales, esto como un posible mecanismo de reparacion renal

en presencia de un dafio por hiperglucemiaza.

Hasta la fecha se desconoce el patron de expresion de Gas1 en el rifidn sano durante la maduracion
postnatal en rata. Recordando que, aunque todos los segmentos de la nefrona estan presentes al
nacimiento vy la filtracion ocurre antes de nacer, la maduracidn de los tlbulos en el rifién continlia
en el periodo postnatal. Durante este periodo de tiempo existen diversos cambios morfolOgicos y
funcionales a nivel renal, en donde procesos bioldgicos como la proliferacion y la diferenciacion
celular son indispensables para alcanzar la maduracion. Las células se multiplican rapidamente

durante el desarrollo y por lo tanto es posible que existan agentes que regulen esta proliferacion en
un determinado tiempo. La proteina Gas1 esta relacionada con la diferenciacion celular®® y regula

negativamente la proliferacion celular ya que detiene el ciclo celular en la transicién de la fase GO a

la fase S. El papel de Gas1 durante el desarrollo postnatal renal es desconocido.
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Justificacion

Aunque se conocen algunas de las funciones de Gas1 in vitro poco se sabe de sus funciones in vivo.
Se desconoce en qué secciones de la nefrona esta presente Gasl durante el desarrollo postnatal en
ratas y, por lo tanto, el papel de Gasl durante el desarrollo postnatal renal es completamente

desconocido.

Es importante dilucidar si existe alguna correlacién entre Gas1 y marcadores de células progenitoras
renales (NCAM y CD24) importantes en la nefrogénesis postnatal, y su posible papel en la regulacion

de éstas en el desarrollo renal postnatal en rata.
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OBIJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL

CaracterizaciOn de la expresion renal de la proteina Gas1 durante el desarrollo postnatal en rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

® Conocer el patron de expresion de la proteina Gasl en el rifién durante el desarrollo
postnatal.

® Conocer especificamente en qué secciones de la nefrona se expresa la proteina Gasl
durante el desarrollo postnatal.

® Conocer si existe alguna correlacion entre marcadores de células progenitoras renales

(NCAM y CD24) y Gasl.
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MATERIALES Y REACTIVOS

MATERIALES
® Microcentrifuga eppendorf 5417R, Brinkman instruments Inc
® Centrifuga GS-6R BECKMAN
® Agitador Barnstead, Thermolyne Type 16700 Mixer
©® Criostato, LEICA CM 1100
©® Microscopio ZEISS West Germany 47 30 12- 9902
©® Porta objetos, #Catdlogo 2947 25x75 mm, Corning
® Cubre objetos, 24x50 mm, Corning
® Microscopio confocal multifotdnico Leica TCS SP8 AOBS (ACOUSTO-OPTICAL BEAM

SPLITTER) DMI6000 (Leica Microsystems, Alemania).

REACTIVOS

CRIOCONSERVACION DE TEJIDO RENAL

©
©
©

2-metil-butano
Nitrégeno liquido

Solucion salina al 0.9%

INMUNOFLUORESCENCIA

®© © o © © ©

PBS 1X

Triton X-100

Metanol absoluto

Buffer de citrato de sodio 10mM pH 6.0
DAPI, #Catalogo D1306, Invitrogen

PFA 4% + sacarosa al 30%
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O}

C}

Albumina 0.5% libre de IgG

Tween 20

ANTICUERPOS PRIMARIOS

© © © o 6 o o

AQP2, a-goat, #Catalogo sc-9882, Santa Cruz Biotechnology Inc
NCAM, a-goat, #Catdlogo sc-1507, Santa Cruz Biotechnology Inc
DppD, a-mouse, #Catdlogo MCA924, SEROTEC

CL4, a-mouse, #Catalogo 32-9400, Invitrogen

Nefrina, a-goat, #Catdlogo sc-19000, Santa Cruz Biotechnology Inc
WT-1, a-rabbit, #Catdlogo sc-192, Santa Cruz Biotechnology Inc
CD24, a-mouse, #Catalogo 551133, BD Pharmingen

Gasl, a-rabbit #Catdlogo DY2644, Proscience

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

©
©

Alexa Fluor 594 Chicken, a-rabbit, Invitrogen

Alexa Fluor 488 Donkey, a-goat, Invitrogen

PROTEINURIA

®© © © o o

Protein Assay Reagent A, #Catalogo 500-0113, BIO-RAD
Protein Assay Reagent S, #Catalogo 500-0115, BIO-RAD
Protein Assay Reagent B, #Catalogo 500-0114, BIO-RAD
Albdmina 1mg/ml

Agua desionizada

CREATININA

©
©
©

Solucidn de Ac. Tricloroacético (TCA) al 35%
Solucidn estandar de creatinina 100ug/ml

Solucién de Ac. Picrico al 0.04 M [40mM]

23



® Solucién de NaOH 0.75 N

® Agua desionizada

ELISA

® Kit de Elisa (R&D Systems)
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Metodologia

Modelo experimental

Utilizamos como animales experimentales ratas hembras Wistar a diferentes dias postnatales
(DPN), alos DPN 1, 3, 7, 10, 14, 21 y adulto de 2 meses (ADL). Se mantuvieron con ciclos normales
de 12/12 h luz/oscuridad a una temperatura promedio de 22 + 1 2Cy 50 * 5% de humedad. Se
sacrificaron las ratas por decapitacidon en cada DPN y se recolectaron muestras de sangre y tejido
renal. Las muestras de orina se obtuvieron mediante una presion suave directamente en la vejiga
previo al sacrificio. Protocolo aprobado por el Cinvestav y de acuerdo a la norma mexicana NOM-

062-Z00-1999.

Crioconservacion de tejido renal

Ya obtenidos los riflones en cada DPN, se decapsularon y se sumergieron en solucidn salina al 0.9%.
Para crioconservar el tejido renal, los rifiones de los DPN 1, 3, 7, 10, 14 y 21 se sumergieron en 2-
metil-butano (Aldrich; Milwaukee, WI) por 30 seg, seguido por 2.5 min en nitrégeno liquido y
después a temperatura ambiente por 2.5 min mas. Finalmente se almacenaron en papel aluminio
debidamente etiquetado a -80 2C. Para crioconservar los rifiones de los ADL se sumergieron en 2-
metil-butano (Aldrich; Milwaukee, WI) por 1 min, seguido por 5 min en nitrégeno liquido y después

a temperatura ambiente por 5 min mas.

Inmunofluorescencia

A partir de las muestras de rifdn crioconservadas, se realizé la metodologia estandarizada y
previamente reportada® de inmunofluorescencia (IMF). Se realizaron cortes renales de 4-6 um de
grosor en el criostato Leica CM150 de cada DPN y se colocaron en portaobjetos previamente

gelatinizados (debidamente etiquetados) y se almacenaron a -80°C.

Cuantificacion de pixeles

Las imagenes de IMF capturadas con el microscopio confocal se analizaron con el software Leica LAS
AF Lite. Los valores de la cuantificacidn de pixeles se obtuvieron al sacar la relacién entre el valor de
los pixeles totales en un area especifica. Se analizaron varios (entre 3-4) campos por muestra, y

varias muestras (2-3) por cada condicion experimental.
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Inmunofluorescencia para la seccion tubular de la nefrona

Los cortes se fijaron con metanol absoluto por 10 minutos a 42C. Se permeabilizd con 1% de triton
X-100 al 0.2% por 10 min a temperatura ambiente. Después se realizaron 3 lavados de 5 min cada
uno con PBS 1X y se bloqued con albdimina 0.5% libre de 1gG por 30 min a temperatura ambiente.
Se incubd toda la noche con el anticuerpo primario (dilucién 1:100) NCAM (Santa Cruz), CL4
(Invitrogen), DppD (SEROTEC), CD24 (BD Pharmingen), AQP2 (Santa Cruz) y Gasl. Posteriormente se
usaron los anticuerpos secundarios (1:300) Alexa Fluor 594 Chicken anti-rabbit (rojo) y Alexa Fluor

488 Donkey anti-goat (verde). La IMF se evalud usando el microscopio confocal.

Inmunofluorescencia para la seccion glomerular de la nefrona

Los cortes se fijaron con PFA al 4% + sacarosa al 30% a 49C durante toda la noche protegidos de la
luz. Posteriormente se lavaron las laminillas con PBS 1X 3 veces durante 5 min. Se incubaron las
laminillas con buffer de citrato de sodio (citrato de sodio 10 Mm, pH 6.0) a 80 2C durante 20 miny
se dejaron enfriar con buffer de citrato de sodio a temperatura ambiente. Se permeabilizé con PBS
Tween 20% 1X por 10 minutos a temperatura ambiente. Después se realizaron 3 lavados de 5
minutos cada uno con PBS 1Xy se bloqued con albdmina 0.5% libre de I1gG por 30 min a temperatura
ambiente. Se incubd toda la noche con el anticuerpo primario (diluciéon 1:100) NCAM (Santa Cruz),
Nefrina (Santa Cruz), WT1 (Santa Cruz), CD24 (BD Pharmingen) y Gasl. Se usaron anticuerpos
secundarios (1:300) Alexa Fluor 594 Chicken anti-rabbit (rojo) y Alexa Fluor 488 Donkey anti-goat

(verde). La IMF se evalué usando el microscopio confocal.

Proteinuria

Mediante la cuantificacion de proteinas por el método de Lowry modificado de Bio Rad se evalud la

presencia de proteinas en la orina (proteinuria) como marcador de dafio renal?.
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Para preparar la curva estandar de proteinas (Tabla 1) se utilizdé una solucién estandar de albumina

a una concentracion de 1mg/ml.

Muestra de la curva Sol. Estandar Agua desionizada Concentracidn
Albumina (pl)
estandar () (ng/ )
#1 5 495 0.01
#2 12.5 487.5 0.025
#3 25 475 0.05
#4 50 450 0.1
#5 100 400 0.2
#6 200 300 0.4
#7 400 100 0.8
#8 500 0 1.0
Blanco 0 500 0

Tabla 1. Concentracion de albumina de cada muestra de la curva estdndar de proteinas

Se obtuvieron muestras de orina (n=20) de cada DPN (1, 3, 7, 10, 14, 21 y ADL) de las ratas Wistar

antes de sus sacrificios. Posteriormente en una placa de 96 pozos se agregd 10 pl de cada muestra

(curva estandar y muestras problema) y se les adiciond 25 pl del reactivo (A + S) y 200 pl del reactivo

B. Finalmente para el desarrollo de color, las muestras se incubaron a temperatura ambiente y al

resguardo de la luz por 15 min. La absorbancia se leyé a 650-750 nm utilizando el equipo Infinite

M200 pro (Tecan System).

Creatinina por el método de Jaffé

Para evaluar la funcidn renal medimos la concentracion de la creatinina en suero y orina de cada

DPN. La Creatinina en presencia de picrato alcalino produce un color anaranjado? (reaccién de

Jaffé) permitiendo su analisis por medio de una reaccion colorimétrica.
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Creatinina sérica

A partir de las muestras de sangre obtenidas en cada DPN (n=20) se evalud la concentracién de
creatinina presente en suero mediante el método de Jaffé. Para preparar la curva estandar de
creatinina (Tabla 2) se utilizé una solucidn estandar de creatinina a una concentracion de 100 pg/ml

y acido Tricloroacético (TCA) al 35% como precipitante de proteinas.

Solucion estandar (ST 1) | Agua desionizada TCA (35%) [Creatinina]
(w1) (ul) [ng/ml]
60 500 40 10
30 530 40 5
12 548 40 2
6 554 40 1
ST (4l deSTI) 743 53 0.5
120 pl ST I 440 40 0.1
12 pl STII 548 40 0.01
Blanco 560 40 0

Tabla 2. Concentracion de creatinina de cada muestra de la curva estdndar de creatinina para sueros

Las muestras problema se prepararon a una dilucién 1:15, se resuspendieron todas las muestras
(sueros problema y curva estandar), se centrifugaron y se obtuvo el sobrenadante de cada una.
Posteriormente en una placa de 96 pozos se agregd 125 pl de cada muestra y se les adiciond 50 pl
de acido picrico [40 Mm], se resuspendieron y se les adiciond 50 pl de NaOH 0.75 N. Las muestras
se incubaron a temperatura ambiente y al resguardo de la luz por 20 min. La absorbancia se leyé a

520 nm utilizando el equipo Infinite M200 pro (Tecan System).
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Creatinina en orina

De las muestras de orina obtenidas en cada DPN se evalud la concentracién de creatinina presente
en orina también por el método de Jaffé. Para preparar la curva estandar de creatinina (Tabla 3) se

utilizé una solucién estandar de creatinina a una concentracién de 100 pg/ml.

Solucién estandar (ST1) | Agua desionizada [Creatinina]
() () [ng/ml]
120 480 20
60 540 10
30 570 5
12 588 2
6 594 1
STII (8 ul de STI) 1592 0.5
120 pI ST I 480 0.1
12 Il ST 588 0.01
Blanco 600 0

Tabla 3. Concentracidn de creatinina de cada muestra de la curva estdndar de creatinina para orinas

Las muestras problema se prepararon a una dilucién 1:100. Se agregé 125 ul de cada muestra en
una placa de 96 pozos y se les adiciond 50 pl de acido picrico [40 Mm], se resuspendieron y se les
adiciono 50 ul de NaOH 0.75 N. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente y al resguardo
de la luz por 20 min. La absorbancia se leyé a 520 nm utilizando el equipo Infinite M200 pro (Tecan

System).

Prueba de ELISA

Realizamos la prueba de ELISA (R&D Systems) segln las indicaciones del fabricante, para la

deteccion y cuantificacion de la proteina Gas1 en las muestras de suero y orina de cada DPN.
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Andlisis estadistico

Todos los resultados se muestran como la media * la desviacion estandar. Para la comparacién de
dos grupos (DPN 1y ADL) se utilizé la prueba t de Student y para la comparacidn de grupos multiples

(todos los DPN) se empled el analisis de varianza (ANOVA). Se considerd estadisticamente

significativa una p<0.05.
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Resultados
Funcion renal

Evaluamos la funcion renal con la finalidad de validar nuestro modelo experimental de ratas sanas
y en desarrollo postnatal.

Creatinina sérica

Como podemos ver en la grafica 1, los valores de creatinina sérica no varian significativamente
durante el desarrollo postnatal, reflejando la capacidad del rifidn de mantener la homeostasis desde
el primer dia de nacidas las ratas.

Relacidn U/P de creatinina

Evaluamos la relacidn entre la concentracion de creatinina en orina y la concentracion de creatinina
sérica, es decir, la relacion U/P para estimar la filtracion glomerular. Podemos ver en la grafica 2 que
hay un incremento significativo si comparamos el DPN 1 con el ADL de la filtracion glomerular,
reflejando que la funcién renal aumenta conforme avanzan los dias, es decir, confirmando la
maduracién renal postnatal.

Proteinuria

En la grafica 3 se muestran los datos obtenidos para el andlisis de proteinuria en cada DPN, podemos
ver que al DPN 1 hay una proteinuria alta que disminuye conforme el rifion madura, disminuyendo
significativamente desde del DPN 14 hasta el ADL.

6- I I I
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q“e‘ Q"?‘ qe- Q-e\dq

F-
1

L
1

CREATININA SERICA (pg/ml)

Graéfica. 1. Creatinina sérica durante el desarrollo postnatal de la
rata. p<0.05.
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IMF de la secciOn glomerular
Gasl y Nefrina

Por medio de IMF evaluamos el patron de expresion de la proteina Gasl durante el desarrollo
postnatal en la rata en tres secciones de la nefrona: glomérulo, la nefrona distal y el tlbulo proximal.

Para delimitar la seccién glomerular utilizamos la proteina nefrina como marcador especifico del
glomérulo. En la Fig. 2 podemos observar el patron de expresion de Gasl en los diferentes DPN. Se
puede observar que Gasl se encuentra presente desde el DPN 1 y que su expresibn es
intraglomerular, esta expresion disminuye conforme el rifidn madura y se localiza especificamente
en la capsula de Bowman (CB) (Fig.1. d, flechas blancas) de forma homogénea en el rifidén adulto.

DPN 1

Nefrina

Nefrina

Nefrina

Fig. 1. Comparacion de la expresién de Gasl/Nefrina del DPN 1 y ADL en la secci6n glomerular. Sefial
intraglomerular de Gas1 (rojo) en ambas condiciones (a y d). En la etapa ADL se observa Gas1 de forma
homogénea en la CB (d, flechas blancas). Se observa la expresidn de nefrina que delimita al glomérulo (b
y e, verde). Merge de Gas1 + Nefrina (c y f). En azul los nlcleos marcados con DAPI.

Gasl intraglomerular

Bl DPN 1
ADL

i

Pixeles/pum?
SENEE

) e
=
o ¥
Grafica. 4. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de Gas1 intraglomerular del DPN1 y el ADL.
P<0.05.
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Gréfica.5. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de Nefrina del DPN1y el ADL en la seccién glomerular.

P<0.05.

Se observo en las IMF una expresiOn baja de Nefrina al DPN 1, esto se puede ver mejor si se compara
con el ADL (Fig.1, by e). Al cuantificar los pixeles encontramos que no era significativo el cambio en
el nivel de expresion observado en la IMF (Grafica 5). Sin embargo, confirmamos lo observado con
el patron de expresion intraglomerular de Gas1, el mayor nivel de expresién es en los primeros DPN
y disminuye cuando el riidn madura (Gréfica 4).

34



‘Inze ud |dy@ U0d uoJdedlew as SO3|INU SO "BULJSN + TSeD ap 38I9IA (2 ‘(1QV) einpew edels e| eisey
auanuew as A gJ e| ap [aAIU e eaugdowoy ew.o) ap esaudxa as Tseo 0T Ndd [3p 4114ed e anb ealssqo s ~1Qy |2 ua aAnulwsip anb TNJQ |9 9psap Jejniswo|deiul
|eyas ‘olos ua Tseo (g ‘@pJaA ua eulyaN (e "eies | us |eieulsod oOjjoLIESIP |2 SjuUeINp O|NIJWO|3 |9 us eulyaN A TseH ap |euas ugisaidxa ap uguied g "Si4

0T NdQ

/euljaN




Gasly WT1

Evaluamos la expresion del factor transcripcional WT1, que ademas de ser otro marcador especifico

del glomérulo, se ha descrito que regula directamente a Gas1 en rifiones in vivo®.

Se puede observar que WT1 se expresa desde el primer DPN de las ratas y durante todo el desarrollo,
ademas de ser especificamente nuclear ya que colocaliza con los nlcleos (Fig. 4). También
observamos por medio de las IMF, que la sefial de WT1 es mayor en los primeros DPN y disminuye
conforme madura el rifidn (Fig. 3, a y d); esto lo confirmamos por medio de la cuantificacién de
pixeles representada en la grafica 6.

DPN 1 ADL

Nefrina Nefrina

Nefrina V%W Nefrina

Fig. 3. Comparacion de la expresion de WT1/Nefrina del DPN 1 y ADL en la secci6n glomerular. Sefial
intraglomerular de WT1 (rojo) especificamente nuclear ya que colocaliza con los nlicleos dando una sefial
rosa en ambas condiciones (a y d). Se observa la expresion de Nefrina que delimita al glomérulo (b y e,
verde). Merge de WT1 + Nefrina (c y f). En azul los nlicleos marcados con DAPI.
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Grafica. 6. Comparacion de la cuantificacién de pixeles de WT1 del DPN1 y el ADL en la secci6n glomerular.
P<0.05.
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Gas1y NCAM

En la Fig. 6 podemos observar el patron de expresion de NCAM, un marcador de células progenitoras

renales (CPR) 3L. Su expresion varia durante el desarrollo postnatal en rata ya que el mayor nivel de
expresion lo encontramos en el DPN1 siendo principalmente intraglomerular, disminuyendo en los
DPN 3 y 7; aumentando nuevamente al DPN 10 y disminuyendo gradualmente su expresion
intraglomerular desde el DPN 14 y comenzando a localizarse en la CB (Fig. 5, d, flechas blancas). Se
observa el mismo patrdn de expresion intraglomerular descrito anteriormente de Gasl y como en
el ADL se expresa homogéneamente en la CB (Fig. 5, by e).

DPN 1 ADL

NCAM NCAM NCAM NCAM

Fig. 5. Comparacion de la expresion de Gas1/NCAM del DPN 1y ADL en la seccidn glomerular. Mayor nivel
de expresion de NCAM al DPN 1 (a, expresiOn principalmente intraglomerular, verde). En la etapa ADL se
observa NCAM de forma homogénea en la CB (d, flechas blancas) y la disminucidn de su expresion
intraglomerular. b y e) expresién de Gas1 en rojo. No se encontrd merge de Gas1 + NCAM (cy f). En azul
los nlicleos marcados con DAPI.
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Gréfica. 7. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de NCAM durante el desarrollo postnatal en rata en la
seccion glomerular. P<0.05.
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Al cuantificar los pixeles confirmamos los cambios observados en el patron de expresién de NCAM
(Gréfica 7), el mayor nivel de expresion durante el desarrollo postnatal es al dia 1y 10, ya que no
hubo diferencia estadisticamente significativa entre ambos, su expresiGn comienza a disminuir
gradualmente después del DPN 10, esta disminucidn es mas evidente en la comparacién del DPN1y
el ADL (Grafica 8).

En la grafica 9 se muestran los cambios en el patron de expresion de Gasl durante el desarrollo
postnatal. Se observa que el mayor nivel de expresion también es a los DPN 1y 10, y su expresion
comienza a disminuir gradualmente después del DPN 10.

En la grafica 10 se muestran los datos obtenidos para Gas1 y NCAM durante el desarrollo, se puede
observar que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre ambas proteinas en
ningln DPN. Se observa la misma tendencia en ambos patrones (Gasl y NCAM) de expresiOn
durante la maduracion renal.
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Grafica. 8. Comparacion de la cuantificacién de pixeles de NCAM del DPN1y el ADL en la seccio6n
glomerular. P<0.05.
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Graf. 9. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de Gas1 durante el desarrollo postnatal en la seccién

glomerular de la rata. P<0.05.
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Graf. 10. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de NCAM (barras negras) y Gas1 (barras grises) durante

el desarrollo postnatal en la seccién glomerular de la rata. P<0.05.
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IMF de la secciOn distal
GaslyCL4

Quisimos saber si Gasl se encontraba presente en la nefrona distal (ND) durante la maduracion
renal, utilizamos la CL4 para delimitarla y por medio de IMF encontramos que Gas1 colocaliza con
CL4 durante el desarrollo postnatal renal de la rata (Fig. 7, cy e).

También observamos en las IMF que la expresion de CL4 era menor y dispersa en los primeros DPN
en comparacion con el ADL en donde su expresiOn es mayor y homogénea; esto se puede apreciar
mejor en la comparacion del DPN 1y el ADL (Fig. 7, b y f). De igual manera, encontramos que el
patron de expresiOn de Gasl en ésta secciOn de la nefrona es incrementar conforme el rifibn madura
(Fig. 7, a y d). Esto lo confirmamos por medio de la cuantificacion de pixeles representado en las
graficas 11 y 12. En la figura 8 se puede observar el patrOn de expresion de Gasl durante la
maduracion renal.

DPN 1

Fig. 7. Comparacion de la expresion de Gas1/CL4 del DPN 1y ADL en la seccidn distal. Sefial de Gas1 (rojo)
en ambas condiciones (a y d). En la etapa ADL se observa una mayor expresion de Gas1 en la ND (d). Se
observa la expresidn de CL4 que delimita a la ND (b y f, verde). Merge de Gasl + CL4 (c y e). En azul los
nlcleos marcados con DAPI.
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Grafica. 11. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de CL4 del DPN1y el ADL en la nefrona distal.

P<0.05.
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Grafica. 12. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de Gas1 del DPN1 y el ADL en la nefrona distal.

P<0.05.
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Expresion diferencial de Gas1 en la ND

Algo interesante que encontramos en el patrdn de expresion de Gas1 fue que no se expresa en todas
las estructuras de la ND. Es decir, Gas1 no estd presente en todos los tUbulos distales (Fig. 9, ay c,
circulos punteados), esto se puede observar desde el DPN 1 hasta el 14, siendo hasta el DPN 21 en
donde se observa a Gasl de forma homogénea en la ND (Fig. 10).

DPN 10 DPN 14

Fig. 9. Comparacion de la expresion de Gas1/CL4 del DPN 10y 14 en la seccidn distal. Sefial de Gas1 (rojo)
en ambas condiciones (a y c). Se observa la ausencia de la expresidén de Gasl (circulos punteados) en
tlbulos marcados con CL4 (verde, b y d) que delimita a la ND. En azul los nlcleos marcados con DAPI.

DPN 21

Fig. 10. ExpresiOn de Gas1/CL4 del DPN 21 en la secciOn distal. Se observa a Gas1 (rojo) en todas las
estructuras de la ND marcadas con CL4 (verde). En azul los nlcleos marcados con DAPI.
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Expresion de marcadores de Células progenitoras renales en la ND
NCAM

Debido a que una de las funciones de Gas1 es detener la proliferacion celular, quisimos conocer el
patron de expresién durante el desarrollo postnatal de la rata de las células progenitoras renales
(CPR) que proliferan y se diferencian para dar lugar a las nefronas maduras durante la nefrogénesis.

En la Fig. 12 se muestra el patrOn de expresion de uno de los marcadores de las CPR, NCAM (verde)
en la ND (delimitada con CL4 en rojo). Observamos que a lo largo del desarrollo postnatal se expresa
NCAM de una manera similar desde el DPN 1 hasta el DPN 21 donde comienza a disminuir
significativamente (Grafica 13).

Algo interesante que encontramos fue que NCAM no se encuentra presente en todos los tlbulos de
la ND durante el desarrollo postnatal, es decir, no se expresa en todas las estructuras de la ND (Fig.
11, circulos punteados).

DPN 1

Fig. 11. Comparacion de la expresion de CL4/NCAM del DPN 1, 7 y 21 en la secciOn distal. Se observa la expresion
de CL4 (rojo) y NCAM (verde) desde el DPN 1. NCAM no se encuentra presente en todos los tlibulos de la ND
durante la maduracion renal (circulos punteados). En azul los nlcleos marcados con DAPI.
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Grafica. 13. Comparacion de la cuantificacidn de pixeles de NCAM del DPN1 y el ADL en la nefrona distal. P<0.05.
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CD24

Otro marcador que utilizamos para identificar las CPR fue la proteina CD24. En la Fig. 15 podemos
observar el patron de expresion de Gas1 descrito anteriormente (a, rojo) y CD24 (b, verde). CD24 se
expresa desde el DPN 1 pero su expresion disminuye drasticamente a partir del DPN 3 hasta casi
desaparecer en el ADL (Fig. 13, d). Esto lo confirmamos mediante la cuantificacién de pixeles en
donde se aprecia que CD24 disminuye significativamente en la ND del ADL (Gréfica 14).

ADL

Fig. 13. Comparacion de la expresién de Gas1/CD24 del DPN 1 y ADL en la secciOn distal. Sefial de Gasl
(rojo) en ambas condiciones, se observa el mismo patrén de expresiOn de Gas1 descrito anteriormente (b
y e). Se observa mayor expresidn de CD24 (verde) al DPN 1 (a) que disminuye drasticamente en el ADL (d).
Merge de Gasl + CD24 (c y f). En azul los nlcleos marcados con DAPI.
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Grafica. 14. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de CD24 del DPN1y el ADL en la nefrona distal.
P<0.05.
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Relacion inversa entre Gasl y CD24 en la ND

Algo interesante que encontramos en el patron de expresion de Gasl y CD24 es que son inversos
(Fig. 14) es decir, al DPN 1 encontramos el mayor nivel de expresion de CD24, pero el menor nivel
de expresion de Gasl, mientras que en el ADL CD24 practicamente desaparece y encontramos el
mayor nivel de expresion de Gasl.

DPN 1 ADL

Fig. 14. Relacion inversa en los niveles de expresion de Gas1/CD24 del DPN 1y ADL en la seccifn distal. a
y ¢) CD24 en verde, DPN 1 y ADL respectivamente, se observa que su patrdn de expresion es disminuir
conforme madura el rifién. b y d) Gas1 en rojo, DPN 1y ADL respectivamente, se observa que su patron
de expresiOn es incrementar conforme madura el rifion. En azul los nlcleos marcados con DAPI.
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Gasly AQP2

Utilizamos otro marcador especifico de la ND, la proteina AQP2. La AQP2 identifica a una poblacion
especifica de la ND, las células principales localizadas en el tlbulo colector. Podemos observar en la
Fig. 17 que la AQP2 se expresa desde el DPN 1y durante todo el desarrollo postnatal y, que colocaliza
claramente con Gas1 (c, Fig. 17).

Por medio de las IMF (Fig. 16) no observamos alglin cambio en el patron de expresion de AQP2
durante la maduracion renal, pero al realizar la cuantificacion de pixeles encontramos que el mayor
nivel de expresidn de AQP2 es al primer dia postnatal y disminuye conforme madura el rifion (Gréafica
15).

ADL

Fig. 16. Comparacién de la expresién de Gas1/AQP2 del DPN 1y ADL en la seccién distal. Sefial de Gas1 (rojo)
en ambas condiciones, se observa el mismo patrOn de expresin de Gasl descrito anteriormente (c y f). Se
observa mayor expresién de AQP2 (verde) al DPN 1 (b) que disminuye significativamente en el ADL (e). Merge
de Gas1 + AQP2 (a v d). En azul los nlcleos marcados con DAPI.

AQP2
8000 -
TLL Bl OFN 1
ADI
., 6000+
E
a
2 4000-
=
=
% 2000 ——
n- ¥
by,
a o
QQ La
Grafica. 15. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de AQP2 del DPN1y el ADL en la nefrona distal.
P<0.05.
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IMF de la secciOn proximal de la nefrona
Gasl y DppD

Quisimos saber si Gasl se expresaba en ésta seccion de la nefrona. Para delimitarla utilizamos la
enzima DppD presente en el borde-cepillo de las células epiteliales de los tlbulos contorneados
proximales del rifidn.

En la Fig. 19 se muestra el patrOn de expresion de esta enzima (a, verde). DppD se expresa desde el
DPN 1y su expresion incrementa conforme madura el rifidn. Este incremento observado en las IMF
se confirm0 mediante la cuantificacion de pixeles (Gréafica 16).

Algo muy interesante que encontramos fue que Gasl no colocaliza con la enzima DppD (c, Fig. 19),
en ningln DPN durante la maduracion renal, es decir, Gasl no se expresa en los tlbulos
contorneados proximales del rifién durante el desarrollo postnatal de la rata (Fig. 18).

DPN3 | DPN 21  ADL

Fig. 18. Comparacion de la expresidon de Gas1/DppD del DPN 3, 21 y ADL en la seccidn proximal. Sefial de Gas1
(rojo), se observa el mismo patron de expresion de Gasl descrito anteriormente para la seccion distal en los DPN
3,21y ADL (a, by c, respectivamente). Se observa a DppD (verde). No se encontrd merge de Gas1 + DppD durante
la maduracion renal. En azul los nlicleos marcados con DAPI.
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Grafica. 16. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de DppD del DPN1 y el ADL en la secci6n
proximal. P<0.05.
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Expresion de marcadores de Células progenitoras renales en el proximal

NCAM

Quisimos conocer el patron de expresidn en la seccidn proximal de los dos marcadores de las CPR
utilizados anteriormente: NCAM y CD24.

En la Fig. 21 se muestra el patrén de expresion correspondiente a NCAM (b, verde). La expresion de
esta proteina es muy baja (en comparacion con lo encontrado en la ND = 1,000 pixeles/pim?) en los
tlbulos contorneados proximales desde el DPN 1 (Fig. 20) y se observa que disminuye
significativamente desde el DPN 21 hasta el ADL (Grafica 17).

DPN 3 DPN 10 DPN 21

DPN 1

Fig. 20. Comparacion de la expresién de DppD/NCAM del DPN 1, 3, 10 y 21 en la seccién proximal. Sefial de DppD
(rojo), se observa el mismo patron de expresion de DppD descrito anteriormente en los DPN 1, 3,10y 21 (a, b, cy
d, respectivamente). Se observa una muy baja sefial de NCAM en todos los DPN (verde) excepto en el DPN 21 en
donde no se encontro sefial (d). Merge de DppD + NCAM durante la maduracion renal excepto en el DPN 21 (d). En
azul los nlicleos marcados con DAPI.
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Grafica. 17. Comparacién de la cuantificacion de pixeles de NCAM del DPN1 y el ADL en la seccion
proximal. P<0.05.
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CD24

Al evaluar el patron de expresion de CD24 (representado en la figura 23) en la seccidn proximal
encontramos que su nivel de expresidn es muy bajo en los tUbulos contorneados proximales (en
comparacion con lo encontrado en la ND = 5,000 pixeles/um?) desde el DPN 1 (Fig. 22) y se observa
gue disminuye significativamente desde el DPN 14 hasta el ADL (Gréafica 18).

_DPN 3 DPN 7 DPN 14

DPN 1

Fig. 22. Comparacion de la expresion de DppD/CD24 del DPN 1, 3, 7 y 14 en la seccion proximal. Sefial de DppD
(rojo), se observa el mismo patrdn de expresion de DppD descrito anteriormente en los DPN 1,3,7y 14 (a, b, cy
d, respectivamente). Se observa una muy baja sefial de CD24 en todos los DPN (verde) excepto en el DPN 14 en
donde no se encontrd sefial (d). Merge de DppD + CD24 durante la maduracion renal excepto en el DPN 14 (d). En
azul los nlicleos marcados con DAPI.
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Grafica. 18. Comparacion de la cuantificacion de pixeles de CD24 del DPN1y el ADL en la secci6n
proximal. P<0.05.
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Patrdn de expresion diferencial de las CPR a nivel tubular

Al comparar los resultados obtenidos de los marcadores de CPR, NCAM y CD24 en la secciOn
proximal y en la ND, encontramos diferencias, es decir, tienen un patron de expresion diferencial
dependiendo de la seccidn de la nefrona.

En la seccion proximal la proteina CD24 disminuye a partir del DPN 14, mientras que en la ND la
misma proteina disminuye a partir del DPN 21 (Fig. 24, a y c, respectivamente).

En la secci6n proximal la proteina NCAM disminuye a partir del DPN 21, mientras que en la ND la
misma proteina disminuye a partir del ADL (Fig. 24, b y d, respectivamente).

DPN 14 DPN 21

Proximal
(DppD)

Distal
(CL4)

CD24 NCAM

Fig. 24. Expresion diferencial de CD24 y NCAM a nivel tubular. Sefial de DppD delimitando el tUbulo
contorneado proximal (rojo), disminucién de colocalizacién de CD24 y NCAM (verde) al DPN 14y 21 (ay
b, respectivamente). Sefial de CL4 delimitando la ND (rojo), disminucién de colocalizacién de CD24 y NCAM
(verde) al DPN 21 y ADL (c y d, respectivamente). En azul los nlicleos marcados con DAPI.
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Deteccion de Gas1 por ELISA

Con el fin de saber si Gas1 estaba siendo secretada, decidimos evaluar la concentracion de Gas1 por

medio de una ELISA en muestras de orina y suero en cada DPN.

En los datos obtenidos para la orina (Grafica 19) podemos ver que Gasl se encuentra en mayores
concentraciones en los DPN 7, 14 y 21. No sabemos si estos datos son significativos o no debido a
gue solamente realizamos la cuantificacidn una vez, debemos aumentar la n. De igual manera con
los datos obtenidos en el suero (Grafica 20), pareciera que al nacer las ratas poseen una
concentraciOn mayor de Gasl que disminuye a partir del DPN 3 y se mantiene hasta el 21,

disminuyendo al parecer en el ADL casi 5 veces cuando se compara con el DPN 1.

Gasl en Orina
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Grafica. 19. Concentraciones de Gas1 presente en orina obtenidas por medio de ELISA durante el
desarrollo postnatal. No se muestra estadistica debido a que la n=1.
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Grafica. 20. Concentraciones de Gas1 presente en suero obtenidas por medio de ELISA durante el
desarrollo postnatal. No se muestra estadistica debido a que la n=1.

60



Discusion

El desarrollo renal de la rata comienza prenatalmente y termina tres semanas después de
su nacimiento. Curiosamente para varios mamiferos, el poseer todas las estructuras de la
nefrona al momento del nacimiento no es suficiente para que el rifidn sea 100% funcional.
El tubulo posee un patrén propio de maduracion, fuertemente influenciado por diversos
estimulos de la vida extrauterina. Al nacer los glomérulos estan proporcionalmente mas
maduros que los tubulos, alcanzandose una armonia funcional alrededor del mes de vida

en humanos y en la rata después del destete (DPN 21)2>282°,

La maduracién renal se da en el periodo postnatal y se puede observar en los datos
obtenidos de proteinuria (Grafica 3), en donde el valor de proteinuria al DPN 1 es elevado,
pero, disminuye significativamente desde el DPN 14. Se ha descrito que la orina fetal y de
los neonatos de las ratas contiene proteinas de mayor tamafio y en mayor concentracion
que la orina de ratas adultas debido al incremento en la permeabilidad a proteinas por la
membrana basal glomerular que es inmadura. Esto es congruente con lo observado por

Neiss et al; que encontré que la morfogénesis renal se completa al DPN 1524,

El objetivo final de la funcidn renal es mantener la homeostasis, para lo cual el rindn se
adapta a necesidades variables. Esto se puede observar mejor en los datos obtenidos de la
grafica 1, donde no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones séricas
de creatinina, pero si se encontraron diferencias entre la relacién U/P a lo largo del

desarrollo postnatal.

Durante los primeros meses de la vida de los neonatos los parametros de funcidn renal son
cuantitativamente inferiores a la de los infantes o adultos. La filtracidn glomerular en el
recién nacido es pequefia debida a un conjunto de factores: a) pequefia area capilar del
glomérulo disponible para la filtraciéon, b) inmadurez estructural de los capilares

glomerulares, que trae como consecuencia poca permeabilidad al agua, c) menor presién
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arterial media y por lo tanto disminucidn del flujo sanguineo, asi como de una disminucion
de la perfusion y un volumen minuto disminuido. Esta disminuciéon en la filtraciéon
glomerular en los primeros dias postnatales se observé en los datos obtenidos en la relacién

U/P (Gréfica 2)?>20%7,

Algunos investigadores relacionan la menor filtracidon glomerular presente en el neonato
como un mecanismo de defensa de su composicion corporal, pues el tubulo
correspondiente a cada glomérulo es de menor tamafno y tiene menor capacidad para
manejar una carga importante de electrolitos, y asi se mantendria un adecuado balance
glomerulotubular entre la capacidad de filtracion y la de transporte tubular, y esto se logra
a través de la vasoconstriccion de la arteriola aferente el mismo mecanismo que ocurre en
la Insuficiencia renal aguda donde la tasa de filtracién glomerular permanece baja hasta que

no adquiera la capacidad suficiente para el transporte tubular?>3°,

El objetivo de este trabajo fue caracterizar el patrén de expresién durante el desarrollo
postnatal de Gasl por medio de IMF. Por reportes previos sabiamos que Gas1 se encontraba
a nivel glomerular, en células mesangiales?2. Esto coincide con la sefial intraglomerular que
obtuvimos de Gas1 mostrada en la figura 2. Gasl se encuentra presente desde el DPN 1y
disminuye en el ADL. Tal vez el mayor nivel de expresidn intraglomerular de Gas1 sea en los
primeros dias postnatales debido a que la maduracidn renal continua en este periodo de
desarrollo y los cambios estructuras y morfoldgicos contindan hasta aproximadamente el
DPN 15-21. La maduracion de la corteza renal (en donde se encuentran la mayoria de los
glomérulos) se caracteriza por la formacidon de nuevas nefronas, crecimiento intersticial y

diferenciacién de las nefronas ya existentes?*.

La expresion de Gasl en la capsula de Bowman es un hallazgo novedoso. Trabajos de
previos de nuestro laboratorio (no publicados) encontraron que Gasl se expresa en la
capsula de Bowman en ratas adultas en un modelo de diabetes temprana y que, su

expresion disminuye activando a CPRZ. Esta expresion de marcadores de CPR
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(NCAM*/CD24*) esta relacionada con mecanismos de reparacidon en presencia de un insulto,
como es el caso de la hiperglucemia. En nuestro modelo experimental en donde las ratas
son sanas, pero se encuentran en un proceso de maduracién suponemos que las CPR que
estan activas desde el DPN 1 comienzan a diferenciarse y por lo tanto a lo largo de la
maduracion disminuyen y se pierden estos marcadores. Se ha descrito previamente que
NCAM es expresada en las células progenitoras de la nefrona, pero también en las primeras
etapas de epitelizacion3?. Tal vez, Gas1 al expresarse de forma homogénea en la capsula de
Bowman (de igual manera que NCAM, Fig. 6) y siendo una proteina multifuncional esta
regulando negativamente a las CPR durante el desarrollo postnatal. Recordando que Gasl
es una proteina conservada durante la evolucion, con homoélogos en cordados (desde Ciona
y Amphioxus), artréopodos y gusanos redondos. Un homdlogo a Gasl es el receptor GFRa
(relacionado al SNC), interesantemente en Drosophila, los GFRa no interactian con su
receptor RET, pero si interactian con un analogo de NCAM, Fasll. Si Gasl es capaz de
interactuar o no con NCAM o un homélogo, es desconocido3?. También algo interesante
que encontramos fue que WT1 disminuye conforme el rifién madura de igual manera que
la sefal intraglomerular de Gasl. Trabajos previos encontraron que WT1 regula
directamente la expresién de Gas1 al promover la transcripcion de su ARNm?*® y obtener el
mismo patron de expresién de ambas proteinas es congruente con lo observado por Kann

et al®.

Los datos obtenidos en la nefrona distal fueron muy interesantes. Gas1 se expresa desde el
DPN 1 en la nefrona distal (identificada por CL4), y su patrdon de expresion es de incrementar
conforme madura el rifidn (Grafica 12). Pero la expresion de Gasl no es homogénea durante
la maduracién renal, es decir, no se expresa en todas las estructuras tubulares (CL4*) desde
el DPN 1, sino que es a partir del DPN 21 que la expresion de Gasl en la nefrona Distal se
hace homogénea. Durante este periodo (DPN 21) es cuando la estructura renal se completa,
es decir, la morfologia renal esta terminada y no cambia, y a partir de este tiempo solo se
da un alargamiento de todas las partes del rifidn por igual al menos hasta los 30 dias de vida
de la rata. Tal vez esta sea la explicacion de la disminucion de la concentracién sérica de

Gasl observados en la ELISA (Gréfica 20). Es por esta razon que sugerimos a Gasl como un
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marcador de diferenciacion celular a nivel de la nefrona distal, debido a que su expresién
es homogénea a partir del DPN 212% Debido a que la nefrona distal incluye a diferentes
estructuras tubulares, quisimos saber si Gasl se expresaba a nivel del tdbulo colector,
especificamente en las células principales AQP2*. En la figura 17 se muestra el patrén de
expresion de Gasl y AQP2*. Podemos observar que Gasl se expresa desde el DPN 1. Por lo
tanto, las estructuras tubulares Gasl* encontradas desde el DPN 1 en el marcaje con CL4,
son células principales. Interesantemente los tubulos distales expresan a Gasl mas
tardiamente en comparacién con los tubulos colectores. Tal vez, esta expresidn diferencial
de Gasl sea debida a que los tubulos colectores se encuentran en la medula renal y se sabe
que, debido al patrén centrifugo de maduracion renal, la médula madura mas tardiamente
en comparacion a la corteza renal?®. Otra explicacion podria ser que, reportes previos
describieron una poblacién de células en la papila renal (en la medula interna) con
caracteristicas de células troncales, que en condiciones normales estan en un estado
quiescente (el gen GAS1 se expresa elevadamente en células quiescentes de mamiferos 3°)
por periodos largos de tiempo y en presencia de un dafio renal entran al ciclo celular
rapidamente. Estas células troncales disminuyen conforme el animal crece y se encuentran
presentes en las células de los tubulos colectores y células intersticiales33. También se ha
descrito la presencia de una poblacion tipo célula troncal mesenquimal en los riflones de
ratones adultos. En nuestras IMF para NCAM y CD24, encontramos que éstas se encuentran
en el glomérulo, en el tubulo proximal y en la nefrona distal. La expresiéon de estos
marcadores de CPR fue mayor en la nefrona distal. Un grupo de investigadores identificé el
tubulo colector (células AQP2*) como la fuente renal de este tipo de células troncales
mesenquimales (CTM) y que, estas células epiteliales del tubulo colector sufren transicién
epitelio-mesénquima para dar lugar a las CTM. Estas CTM cuando se inyectan en los rifiones
a ratones neonatos migran y se localizan especificamente en las células AQP2* del tubulo
colector medular, es decir estas CTM conservan la capacidad de formar estructuras
epiteliales in vitro e in vivo (tal vez, es por esta razén que la expresidn que encontramos de
AQP2 es homogénea y desde el DPN 1) y en modelos de reparacion epitelial confirmando

la plasticidad del tubulo colector3*. Tal vez la presencia de Gas1 en el tubulo colector desde
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el DPN 1 sea para regular negativamente a las CPR presentes en ésta estructura ya que
encontramos una relacion inversa entre la expresion de Gas1y marcadores de CPR (Fig. 14)
y recordando que, en los datos obtenidos por Luna et al., la disminucidn de la expresion de

Gas1 favorecia la activacion de las CPR en un modelo de hiperglucemia?3.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el tdbulo proximal son interesantes ya que no
encontramos expresion de Gasl en ningun DPN. Tal vez, debido a que el tubulo
contorneado proximal en comparacién con las demas estructuras tubulares, soporta un
intenso proceso de reabsorcién que supone un 65% del filtrado total tubular y que posee
una gran cantidad de mitocondrias que refleja la elevada tasa metabdlica que hay en ese
tramo del epitelio tubular®, este regulado por mecanismos diferentes en condiciones de
ratas sanas. Es posible que, al ser la porcidn tubular con mas desgaste funcional, y por lo
tanto es mads probable que sufra algin dafio y necesite activar los mecanismos de
reparacion celular con mas frecuencia, Gasl estd mas fuertemente regulado. En datos (no
publicados) obtenidos por el grupo de investigacion del Dr. Olivier Barbier, encontraron que
en un modelo de ratas con dafio especificamente en el tubulo contorneado proximal
(expuestas a gentamicina y/o flior) se expresaba Gas1, y al parecer la expresion de Gasl es
dosis-dependiente, es decir, que a dosis mayores de gentamicina o flior habia una mayor
expresion de Gasl. No se sabe qué papel podria estar teniendo Gasl en este modelo, ya
gue siendo una proteina pleiotrépica, tal vez Gasl estaria como agente proapoptotico
induciendo muerte celular a las células dafiadas*® o podria tener la funcién contraria. Se ha
descrito a Gas1 como un agente antiapoptotico. En un modelo con células endoteliales se
encontrd que Gasl reduce fuertemente la apoptosis sin afectar el crecimiento celular y tal
vez contribuyendo a la integridad del resto del endotelio. Esto sugiere que el efecto
antiproliferativo y el efecto antiapoptotico puedan estar inversamente relacionados, estos
resultados tendrian un significado bioldgico mas general de Gasl como un promotor de la

estabilizacidn celular y resistencia a agentes toxicos /.

Respecto a los datos obtenidos a las proteinas utilizadas como marcadores especificos de

cada seccién de la nefrona, encontramos un patrén de expresién similar. Para la CL4, DppD

65



y la Nefrina, utilizadas en este trabajo para identificar la ND, el tubulo proximal y el
glomérulo, respectivamente, encontramos que poseen el mismo patrén de expresion:
incrementar conforme madura el rifidn, esto es de esperarse debido a la inmadurez
estructural tubular y glomerular al momento de nacer. Se ha descrito que la expresion de

Nefrina incrementa desde el nacimiento hasta la edad adulta®.

66



Conclusiones

Encontramos que Gasl presenta un patron de expresién diferencial a nivel renal durante el
crecimiento postnatal. Se encuentra en el glomérulo y en la nefrona distal. En el glomérulo,
la expresion de Gasl es a nivel intraglomerular y en la capsula de Bowman. La expresién de
Gasl en la capsula de Bowman es homogénea conforme madura el rifdn, sugiriendo un
posible papel de Gasl como marcador de estado de diferenciaciéon celular a nivel

glomerular.

Gas1 no se expresa en el tubulo proximal durante el desarrollo postnatal ni en el adulto, en

condiciones normales.

Gasl se expresa desde el DPN 1 en las células principales AQP2* del tubulo colector. No se
expresa en todas las estructuras de la nefrona distal en los DPN 1, 3, 7, 10 y 14. A partir del
DPN 21 su expresidon es homogénea y se mantiene en todas las estructuras distales. La
expresion de Gasl en la nefrona distal incrementa conforme madura el rifidn, sugiriendo
un posible papel de Gasl como marcador de estado de diferenciacion celular en la nefrona

distal.

Se evalud la expresién de marcadores de células progenitoras renales NCAM*/CD24" en las
diferentes secciones de la nefrona encontrando que disminuye conforme madura el rifidn,
sugiriendo una relacién inversa entre la expresion de Gasl y NCAM/CD24, y un posible papel

regulador de Gasl en las CPR.
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Perspectiva

® Conocer el posible papel funcional de Gas1 a nivel de la nefrona distal y el glomérulo

durante la maduracion renal en la rata sana.

® Conocer si existe algin cambio en el patréon de expresion de Gasl en presencia de

un dano renal durante la maduracion renal en la rata.
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