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RESUMEN



Background: Renal ischemia induces a broad range of cell
responses including loss of adhesion and cell death, depending on
the cell type and the duration of the ischemic period. Sublethal renal
I/R provokes primarily proximal tubular epithelial cell shedding.
Using animal models of I/R, loss of epithelial polarity, actin
cytoskeleton dynamics alterations and disruption of intercellular
junctions have been reported in the proximal tubule. For an
appropriate study of the epithelial cell response to I/R, it is
important to use in vitro systems which closely reproduce the in vivo
experimental conditions and effects as the one we have established.
In the present work, we have used the human proximal tubule
epithelial cell line HK2.

The morphology and the correct function of proximal tubular
epithelial cells are determined by the structured cytoskeleton, the
organized intercellular unions as well as the firm focal contacts with
the ECM, where collagen 1V is the major component. This anchorage
is mediated by the Focal Adhesion Complexes (FAC). Epithelial cell-
cell adhesion is established through different structures: tight
junctions (TJ), adherens junctions (AJ) and desmosomes.

The ATP and oxygen alterations subsequent to I/R can lead to
oxidative stress generation. Indeed, several authors have
documented the production of reactive oxygen species (ROS) in

animal models of I/R and in chemical hypoxia/ATP depletion in vitro



models. Additionally, the administration of antioxidants showed
beneficial effects on both in vivo and in vitro systems.

Calcium is a crucial second messenger capable to activate
several intracellular signalling pathways, including PKC signalling.
Oxygen deprivation causes an increase in the cytoplasm levels of
Ca2+, which leads to damage in many cells.

PKC is a family of proteins which play a key role in the
intracellular signalling. It has been divided in three subfamilies:
classical PKCs including PKCa; novel PKCs; atypical PKCs
including PKCC. All of them have a catalytic domain which mediate
serine-treonine phosphorylation of theirs effectors and a regulatory
domain which is activated by DAG and Ca2+ for classical PKCs and
DAG for novels PKCs. Atypical PKCs do not respond to any of these
stimuli. All PKCs isoforms when activated traslocate to different cell
compartments, being the plasma membrane the most common site of
traslocation. Regarding to the [|/R tubular damage, it has been
reported that both isoforms traslocate to the membrane and
contribute to this injury, even though their role remains still poorly

understood.

Objectives: The main objective of this work is to determine the
role of the PKCa and PKCC( isoforms in the mechanisms mediating

the tubular damage caused by I/R, using an in vitro model of H/R in



HK2 cells. To asses this, we have studied the activity and the
regulation of both isoforms during H/R and the effects of PKCa and
PKCC activity in intercellular adhesion and cytoskeleton
organization, using specific inhibitors. Additionally, we have
determined the localization of both isoforms in human specimens

showing acute tubular necrosis (ATN).

Methodology: To achieve these objectives we have determined,
in vitro, the expression of PKC isoforms by western blot; their
traslocation by immunofluorescence and subcelullar fractionation
and western blot; the calcium and ROS levels by flow cytometry; the
distribution of intercellular adhesion molecules as well as the
organization of cytoskeleton components by inmmunofluorescence;
the epithelial monolayer integrity by colorimetry; in human samples,
the localization of all the proteins was studied by

immunohistochemistry.

Conclusions:

1. Several PKC isoforms are expressed in HK2, mainly PKCa and
PKCC, no exhibiting changes in expression during H/R.

2. PKCa is transiently activated during reoxygenation due to Ca?+
increase and ERK1/2 activation and leads to cell contraction, TJ

disruption and epithelial monolayer integrity disturbance. In human



samples, PKCa localized in the plasma membrane of damaged
tubular cells.

3. PKCC is also transiently activated during reoxygenation due to
ROS generation and causes cytoskeleton components
disorganization. In human samples, PKC{ localization in the
membrane correlates with injured cells.

4. Our results strongly suggest that PKCa and PKC{ could be
identified as prognostic markers of tubular damage after ischemia
and could be considered as targets for new and more efficient FRA

therapies in future.



INTRODUCCION



1. EL RINON

1.1. ANATOMIA FUNCIONAL E HISTOLOGIA

Los riAones son d&rganos retroperitoneales que existen en el
cuerpo en numero par. Se situan a nivel lumbar, a ambos lados de
la columna vertebral. Son 6rganos sélidos, con una morfologia en
“habichuela”, que se abren en su borde interno donde se localiza el
hilio renal, que contiene entre otros, los vasos sanguineos (arteriay
vena renal) y el correspondiente uréter. En continuidad con el hilio
existe un sistema de cavidades llamadas calices, aproximadamente
tres calices mayores en cada rindon en los que confluyen varios
calices menores. Sobre cada uno de los calices menores se apoya
la base de la piramide de Malpighi, que constituye el componente
mayoritario de la médula renal. Bordeando a ésta, entre la médula y
la capsula renal, se localiza la corteza renal.

Distribuidas en la corteza renal se encuentran las nefronas que
son las unidades funcionales del riién, constituidas por el
corpusculo renal y un sistema tubular. EIl corplsculo renal esta
compuesto por el ovillo capilar glomerular y la capsula de Bowman,
y en el sistema tubular se pueden distinguir cuatro porciones: tubulo

proximal, tubulo medio o asa de Henle, tubulo distal y sistema
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colector. En cada una de estas porciones a su vez se pueden
distinguir ademas diferentes segmentos.
TUBULO

TUBULO
_ CONTORNEADO CONTORMEADOD
 PROXIMAL DISTAL  rimiin

ARTERIA

| PELYIS
| RENAL

CALIZ RENAL

URETER
1 ASA DE CONDUCTO
- HENLE DE BELLINI

Figura 1. Esquema de la anatomia renal (imagen izqda) con imagen ampliada
(dcha) de la estructura de la unidad funcional renal. Imagen obtenida de la web

del Ministerio de Educaciéon y Ciencia, proyecto Biosfera.

El tubulo proximal es la porcion mas larga de la nefrona.
Presenta una primera porcién contorneada y una porcion final recta.
Esta tapizado por un epitelio cubico simple que muestra en su cara
luminal un ribete en cepillo; las células epiteliales también muestran
repliegues membranosos en sus caras laterales y basal, y presentan
en su citoplasma un aparato de Golgi muy desarrollado. Estudios de
microscopia electronica permiten distinguir dentro del tubulo
proximal tres segmentos con caracteristicas diferentes en cuanto al

epitelio que los reviste: segmento S1, en su porcion contorneada
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compuesto por células mas altas, con mas interdigitaciones y mas
organelas y vacuolas; segmento S2, ocupa la porcion contorneada y
recta, y las células que I|lo componen muestran menos
interdigitaciones y organelas; segmento S3, situado ya en la porcion
recta, esta revestido por un epitelio cubico con apenas organelas ni
interdigitaciones.

El asa de Henle es mucho mas estrecha que el tubulo proximal y
esta constituida por un epitelio plano, sin ribete en cepillo.

El tubulo distal es mas corto y delgado que el tubulo proximal, se
localiza en la médula renal y esta formado por células cubicas. Si
bien éstas no tienen ribete en cepillo en su cara luminar, si que
presentan repligues apicales.

Los tubulos distales desembocan en los tubulos colectores y
éstos a su vez en los conductos de Bellini.

Todas las células que constituyen las distintas porciones
tubulares de la nefrona, se apoyan en la membrana basal,

compuesta mayoritariamente por colageno tipo IV.

1.2. FISIOLOGIA

Los rifiones son o6rganos muy vascularizados y relacionados

directamente con la regulacion del volumen y la composicién del

liquido extracelular asi como de la eliminacién de los productos de
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desecho. Ademas el riién cumple un importante papel en el control
de la eritropoyesis a través de la sintesis de eritropoyetina. Es el
organo que regula la presién arterial mediante su participacion en el
sistema renina-angiotensina y en el metabolismo de la vitamina D.

Las funciones renales mas relevantes son las siguientes:

- Eliminacion de metabolitos nitrogenados: urea, creatinina y
acido urico.

- Regulacion del equilibrio acido-base

- Regulacion del equilibrio hidroelectrolitico: volumen, tonicidad,
natremia, potasio, calcio, fésforo, magnesio.

- Hormonal: eritropoyetina, 1-25(H;)D3 eje renina-angiotensia-

aldosterona.

La sangre llega al ovillo glomerular y se filtra, resultando un
liquido similar al plasma; este filtrado va pasando por las distintas
porciones tubulares disminuyendo su volumen vy alterando su
composicion, en virtud de distintos procesos de reabsorcién vy
secrecion tubular, hasta formar la orina. El rindn recibe el 20% del
gasto cardiaco, aproximadamente 1 litro/minuto, y filtra mas de 180
litros de agua y 1 Kg. de CINa al dia de lo cual elimina tan sdélo un
1%/24h. (1-2 | orina/dia). De todo ello, el tubulo proximal reabsorbe

mas del 85% del filtrado (WF. Ganong. 1994)

Para la correcta funcidon renal son necesarias:
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- Una adecuada perfusion renal
- La adecuada permeabilidad de las vias excretoras

- La integridad del parénquima renal

Asi pues, una alteracion en cualquiera de estas tres condiciones
(hipoperfusion de cualquier etiologia, depdsitos tubulares, toxinas,
etc), pueden provocar una alteraciéon en el filtrado glomerular hasta
hacerlo inefectivo. Este inadecuado filtrado glomerular junto a una
acumulacion de productos nitrogenados, dan lugar a un sindrome

clinico que se conoce como fracaso renal agudo (FRA) [2]

1.3. PATOLOGIA RENAL: Fracaso renal agudo de etiologia

isquémica.

El 70% de los fracasos renales agudos (FRA) derivan en necrosis
tubular aguda (NTA). La NTA es la expresion morfolégica comun del
FRA cuya causa mas comun es la isquemia, que produce una
deprivacién del aporte normal de oxigeno y nutrientes a las células
epiteliales tubulares. El tubulo proximal y en particular su segmento

S3 es la region tubular mas sensible a la isquemia [2 y 3].

El grado y la extension del dafio isquémico son dependientes de

la duracion y severidad de la isquemia: cuando la isquemia es
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subletal, se observa mayoritariamente un desprendimiento de
células a la luz tubular que aun son viables y fendmenos de
apoptosis y necrosis en menor medida; en isquemias prolongadas
se observan apoptosis y/o necrosis en el epitelio tubular como dafio

primario.

Constriccid
de las arteriola

aferentes

Figura 2. Esquema del proceso de desarrollo de una NTA con obstruccién
tubular por causa isquémica. Imagen obtenida del libro Rubin’s Pathology,
2004.

Estudios estadisticos indican que el FRA en el medio hospitalario

presenta una elevada mortalidad en torno al 50%, que no ha

15



mejorado a lo largo de varias décadas, en contraste con lo sucedido
con otras patologias de etiologia isquémica como el infarto agudo
de miocardio [6]. En torno al 30% de los casos de FRA se producen
en enfermos ingresados en las Unidades de Cuidados Intensivos,
donde la mortalidad se eleva al 80% [7].

Hasta el momento no se han disefiado terapias efectivas en el
manejo temprano del FRA (diuréticos osmoéticos, dopamina “dosis
renal", péptido natriurético atrial, factor de crecimiento analogo a la
insulina y antagonistas del receptor de endotelina)[2].

En el trasplante renal, la NTA es la causa fundamental del
retraso en el funcionamiento del injerto post-transplante. Ademas, la
NTA contribuye a una mayor incidencia del rechazo agudo, al
desarrollo del rechazo cronico y a la disminucion de la
supervivencia del injerto. Determinar precozmente qué pacientes
presentan mas factores de riesgo de desarrollar FRA en este
contexto y, aumentar y mejorar los cuidados perioperatorios, es lo
unico que se ha mostrado levemente eficaz para reducir la
incidencia y mortalidad del FRA [8].

Por todo ello el desarrollo de aproximaciones terapeduticas
capaces de prevenir, acelerar y mejorar la recuperacion del FRA, es
una necesidad urgente. Ademas, el conocimiento de factores
protectores y promotores de dafo renal tendria una gran influencia

clinica a la hora de pronosticar la supervivencia del injerto, algo
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muy importante hoy en dia teniendo en cuenta que la gran demanda
de o6rganos esta haciendo que se introduzcan también en los
programas de transplante organos procedentes de pacientes afiosos

y en asistolia.

2. LA CELULA EPITELIAL TUBULAR

Las células que componen el epitelio tubular estan asentadas en
una membrana basal compuesta por colageno |V, entre otros
componentes de matriz extracelular, y muestran una morfologia
cubica sustentada por un complejo y organizado citoesqueleto.

Los tejidos epiteliales como el tubulo renal, no sélo proporcionan
una barrera fisica entre distintos compartimentos bioldgicos, sino
que también median un transporte selectivo de iones, agua vy
macromoléculas entre la sangre y el medio externo. Estas funciones
dependen de la integridad de las uniones intercelulares y la
adecuada situaciobn de proteinas de membrana en sus
correspondientes dominios apicales y basolaterales, asi como de
las correctas interacciones entre las células y los sustratos, todo lo
cual se ve severamente afectado en situaciones de isquemia-
reperfusion. Bajo esta condicion, el dafo viene mediado
fundamentalmente por la deplecion de ATP que provoca

alteraciones en la membrana celular, alteraciones en polarizacion
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de proteinas apicales y basolaterales, deslocalizacion vy
degradacion de proteinas de uniones intercelulares, desregulacidon
de la expresion de determinados genes, alteraciones de |la adhesidén
de la célula al sustrato mediada por integrinas, e incluso muerte
celular [9].

Estos cambios a nivel molecular en las células epitelilales
tubulares proximales, tienen una expresion morfolégica: la isquemia
subletal provoca una pérdida de vellosidades y formacion de
vacuolas citoplasmaticos; ademas, los tubulos pueden hincharse
empujando los pequefios vasos adyacentes parenquimatosos vy
agravando la isquemia. Si esta situacién de deprivacion se
mantiene, las células se separan de sus vecinas, se desprenden de
su membrana basal y caen a la luz tubular, alcanzando el tubulo
distal. Este desprendimiento tiene una distribucién parcheada, es
decir, no se produce una denudacion total del epitelio tubular. Alli
se mezclan con proteinas urinarias constituyendo auténticos
tapones en la luz tubular conocidos como cilindros. Durante la
reperfusion las células viables reparan l|la organizacion de su
citoesqueleto y recuperan sus microvellosidades y su morfologia y
polaridad; ademas las células viables que han quedado en el tubulo
se extienden por las areas de membrana basal denudada
aplanandose y produciéndose cierta dilatacién de la luz tubular

(distalizacion); esta fase de recuperacion se acompafa mas tarde
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de sobreexpresidon de determinados genes y sus productos proteicos

[10 y 11].

2.1. RIBETE EN CEPILLO

Las microvellosidades apicales aumentan l|a superficie de
absorcion de la célula hasta en 20 veces. Estan formados por
repliegues de membrana citoplasmatica, sustentados por filamentos
de actina que se insertan en la cara interna de |la membrana
citosdlica por a-actinina y por el otro extremo se unen al

citoesqueleto celular.

2.2. UNIONES INTERCELULARES Y A MEMBRANA BASAL

2.2.1. UNIONES INTERCELULARES

Las uniones célula-célula permiten que las células queden
firmemente unidas entre si, asegurando las propiedades de soporte
mecanico y de barrera impermeabilizante que tiene el epitelio, asi
como de comunicacion entre ellas y traspaso de sustancias. Estan
constituidas por complejos multiproteicos que se ensamblan en los
filamentos terminales del citoesqueleto celular. Algunas proteinas

como E-cadherina (perteneciente a las uniones adherentes) y la
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familia ocludina/claudina (perteneciente a las uniones estrechas),
contienen dominios extracelulares que contactan con los mismos de
la célula vecina y dominios intracelulares que interactuan con
proteinas citoplasmaticas como cateninas ( en el caso de la “zénula
adherens”) y “zénula occludens” (ZO-1, ZO-2 y Z0O-3) y fodrina (en
el caso de las uniones estrechas), proporcionando un nexo de union
al citoesuqgeleto de actina a su vez. Bajo condiciones de deprivacion
de oxigeno (isquemia-reperfusién o hipoxia-reoxigenacion), estas
estructuras y sus funciones se ven comprometidos, sucediendo
internalizacién y/o destruccién de estas proteinas, y alterando asi
las interacciones célula a célula y la impermeabilidad del epitelio.
De hecho se ha descrito que durante estadios intermedios vy
tempranos de la isquemia, algunos de estos componentes son
redistribuidos en la membrana plasmatica, internalizados, y se
pueden encontrar asociados a los filamentos terminales de actina
del citoesqueleto o colapsados, y si la isquemia se prolonga, son
degradados [9].

Asi, las uniones entre las células epiteliales son estructuras
fundamentales en el mantenimiento estructural y el correcto
funcionamiento del tubulo proximal. A continuacién pasamos a
describirlas con mas detalle. Se distinguen fundamentalmente

cuatro tipos:
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1.- Uniones estrechas o zénula occludens o tight junctions (TJ),
las situadas en la superficie basolateral y mas apical, cuya funcién
fundamental es asegurar la impermeabilidad. Estan constituidas por
proteinas transmembrana Ilamadas ocludinas y claudinas, que
sirven de lugares de anclaje para el citoesqueleto celular a través
de sus interacciones con proteinas citoplasmaticas como zo-1, zo-2
y zo-3, y proteinas de union a actina como fodrina. En situaciones
de deprivacidon de oxigeno se internalizan y se acaban degradando.
Cuando la situacién se restaura, vuelven a unirse para conformar de
nuevo los TJ y mantener la estructura del citoesqueleto y morfologia
celular, mediante sintesis de novo y ensamblaje con componentes

citosodlicos [12].

2.- Uniones adherentes o zonula adherens o adherens
juntions (AJ), constituidas por cadherinas y cateninas. E-cadherina
esta situada en las AJ pero participa en el ensamblaje de otras
uniones intercelulares como gap, desmosomas y TJ. Juega un papel
primordial en la polaridad celular [13], y su disfuncion también ha
sido muy relacionada con carcinogénesis y metastasis [14].

E-cadherina interactua con las cateninas: a, B, y v.

Este complejo E-cadherina /catenina se relaciona con el
citoesqueleto de actina celular a través de a-actinina (Para revision

véase Bracke y col. 2007.[15])
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La isquemia no solo provoca internalizacién de E-cadherina, sino
también una degradacion proteolitica en sitios especificos y la
disrupcién de sus interacciones con cateninas; restablecidos los
niveles de oxigeno estas dos proteinas volverian a formar AJ por

mecanismos que aun no estan muy definidos [6].

3.- Uniones en hendidura o gap junctions, constituidas entre
otras por conexinas, y encargadas de la comunicacion y transporte

de sustancias entre células adyacentes.

4.- Desmosomas, que son estructuras de morfologia similar a

botones que se situan entre las células y sirven de anclaje para los

filamentos intermedios del citoesqueleto [16].
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Figura 3. Imagen obtenida de la web:

www.steve.gb.com/science/cell_communication, que muestra todos los tipos de

uniones intercelulares y a su membrana basal.

2.2.2. UNIONES A LA MEMBRANA BASAL

Las células se anclan a la membrana basal adyacente a través

de complejos multiproteicos Ilamados complejos de adhesion

focal, constituidos por proteinas integrales de membrana como las
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integrinas, proteinas adaptadoras y sefalizadoras como talina,
vinculina, paxilina y quinasa de adhesion focal (FAK).

Las integrinas son una gran familia de glicoproteinas
transmembrana que en su mayoria son receptores para la matriz
extracelular. Son proteinas importantes para la migracion y el
mantenimiento de la morfologia celular, y en situaciones de
isquemia-reperfusion se alteran y contribuyen al dafio celular y el
desprendimiento y podrian mediar también la reparacién epitelial.
Estan situadas en la cara basal de las células epiteliales tubulares
renales y tras la isquemia, se redistribuyen hacia las caras laterales
de la célula.

Las integrinas interaccionan con proteinas intracitosdlicas,
adaptadoras e integrantes de los complejos de adhesion focal, como
talina y vinculina, sobre las que también convergen los filamentos
terminales de actina del citoesqueleto. Un correcto ensamblaje de
estos complejos es necesario para mantener la morfologia celular y

asegurar la funcionalidad adhesiva [17].
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Figura 4. Esta imagen muestra un esquema de los distintos tipos de uniones
intercelulares y de las células a la membrana basal, en un modelo de célula
epitelial con ribete en cepillo similares a las que recubren el tubulo proximal.

Imagen obtenida de la pagina web: www.anatomy.iupui.edu

2.3. CITOESQUELETO

El citoesqueleto de la célula epitelial consiste en una red de
varios filamentos que se extienden de la membrana plasmatica
hasta el nucleo. Ademas de asegurar la estructura celular, el
citoesqueleto juega un papel crucial en el anclaje de las células a

sus vecinas y a la matriz extracelular. Esta implicado en funciones
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como el mantenimiento de la morfologia celular, la adhesién celular,
el movimiento celular, Ila apoptosis, la diferenciacion o la
sefalizacion celulares [18].

Los principales constituyentes del citoesqueleto se pueden
agrupar en funcién de su organizacion y composicién en:

microtubulos, microfilamentos y filamentos intermedios.

Los microtubulos son el componente mayoritario del
citoesqueleto. Estan constituidos fundamentalmente por tubulina
dimérica (aBtubulina) y estan implicados en funciones mecanicas de
las células como la polaridad, la motilidad y la division celular, entre
otras [19]. Los microtubulos se extienden hasta la punta de las
microvellosidades apicales en células epiteliales y también se
asocian a desmosomas y uniones adherentes mediante a-actinina
por un lado, y a los complejos de adhesion basales mediante

interaccion de talina y vinculina con las integrinas, por otro [18].

Los microfilamentos son responsables fundamentalmente de la
contractilidad celular, aunque al igual que Ilos otros dos
componentes de citoesqueleto celular también estan implicados en
el mantenimiento de la morfologia celular. Su constituyente principal
es la actina, que interactuando con la miosina hace posible la

contraccion celular [20]. Para realizar sus funciones la actina
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monomerica (G-actina) debe polimerizarse (F-actina) y agruparse en

microfilamentos.

Los filamentos intermedios constituyen una trama
microtrabecular que sustenta las organelas citoplasmaticas, vy
aunque sus funciones no son aun bien conocidas se sabe que estan
implicados en desarrollo y diferenciacion celulares. Una de sus
principales funciones demostradas es la proteccion de las células
frente al estrés mecanico por medio de su asociacion con la
maquinaria de adhesién celular, a través de los hemidesmosomas y
los desmosomas. Estan constituidos por vimentina y desmina, entre
otros, y su organizacion esta bajo el control de fosfatasas vy

proteinquinasas [21].
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Figura 5. Esquema de la estructura del citoesqueleto celular y su ensamblaje
en el interior celular. Imagen obtenida de la web de la Universidad de Medicina

de Toronto (www.mie.toronto.ca)

2.4. RUTAS DE SENALIZACION INTRACELULAR

Durante la respuesta celular a determinados estimulos,
endogenos o exdgenos, entre los que se incluye la deprivacion de
oxigeno y de nutrientes, se producen modificaciones en los niveles
de ATP y calcio intracelulares y se altera el balance intracelular de
especies reactivas de oxigeno y nitrogeno. Estas modificaciones

implican la activacion/desactivacién de determinadas proteinas

28



intracelulares, que a su vez activan o desactivan a otras
(efectores), es decir, se disparan cascadas de sefAalizacion
intracelular. En estas rutas de senalizacién estan implicadas
muchas familias de proteinas, con diversas estructuras y funciones,
como las quinasas activadas por mitégenos (MAPKinasas),
proteinas con actividad GTPasas (RhoGTPasas), los chaperones
moleculares (moléculas de choque térmico o HSPs), y otras
proteinas con actividad quinasa como la quinasas de adhesion focal

(FAK) o la familia de Protein quinasas C (PKCs).

%E::: RhoGTPs / \
FHE /
$ Nk / MAPKS

Figura 6. Esquema de algunas de las rutas de sefializacion intracelular que

regulan la estrucutura y funcionalidad de la célula del epitelio tubular proximal.
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3. LA ISQUEMIA/REPERFUSION MIMETIZADA IN VITRO POR UN

SISTEMA DE HIPOXIA/REOXIGENACION

Estudios anteriores de nuestro laboratorio utilizando modelos in
vivo de isquemia/reperfusion en rata habian caracterizado el dafo
tubular estudiando parametros de funcién renal asi como la
histopatologia [22].

EL modelo habitualmente utilizado en nuestro laboratorio
consiste en realizar a la rata laparotomia medial y clampaje bilateral
de ambos pediculos vasculares renales durante 45 minutos. Los
animales usados son ratas Sprague Dawley machos adultos de
hasta 200 grs. de peso.

Sin embargo los modelos experimentales in vivo tienen muchas
limitaciones a la hora de estudiar alteraciones a nivel celular y
molecular. Para salvar estas limitaciones establecimos en el
laboratorio un modelo in vitro de hipoxia/reoxigenacion en células
proximales tubulares de rata NRK 52-E que reproduce in vitro tanto
los estimulos como los efectos de wuna isquemial/reperfusion
observados in vivo [23]. Hasta el momento, los modelos in vitro
utilizados para mimetizar la I/R (a saber: trtamiento con Antimicina
A, Cloruro de Cobalto, H,0,, Deferroxamina, etc), reproducian o
mimetizaban sélo parcialmente la situacion de I/R. Nuestro modelo

in vivo , sin embargo, reproduce de forma mas fisioldégica la
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respuesta de las células tubulares a una deprivacion de oxigeno y
nutrientes [24].

La deprivacion de oxigeno y nutrientes in vivo produce a nivel
celular una serie de alteraciones en el metabolismo y la estructura
celulares que comienzan con una importante reduccién de los
niveles de ATP, generan estrés oxidativo y provocan alteraciones en
los niveles intracelulares de calcio. Todo ello a su vez conlleva
alteraciones en el citoesqueleto y modificaciones en proteinas de

uniones intercelulares y a membrana basal, entre otras [7].
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Figura 7. Esquema que muestra los mecanismos de dafo cellular en

situaciones de isquemia. Jackson y col. 2002

3.1. ESTRES OXIDATIVO.

Algunos de los eventos celulares y moleculares descritos en
modelos in vivo de isquemia/reperfusién han sido confirmados en
nuestro laboratorio utilizando el modelo de hipoxia/reoxigenacion
mencionado anteriormente [23].

Durante la hipoxia, por la falta de oxigeno, un gran numero de
enzimas mitocondriales como la citocromo oxidasa y la manganeso
superdxido dismutasa, entre otras, disminuyen su actividad. Estas
enzimas son captadoras de aniones por lo que su descenso provoca
el aumento intracelular en radicales libres de oxigeno. El exceso de
radicales libres de oxigeno provoca dafio celular por incrementar la
peroxidacion de lipidos, entre otros mecanismos. Una fuente
adicional de radicales libres de oxigeno (ROS) dentro de la célula,
es la actividad de enzimas como la xantin deshidrogenada-oxidasa,
la ferrilhemoglobina y la nicotiamida-adenina dinucledtido fosfato
(NADPH) oxidasa. Estas enzimas aumentan su actividad oxidasa
durante la isquemia-reperfusion actuando como donadoras de
electrones y principales fuentes de produccién intracelular de ROS,

fundamentalmente O,  y H,0,.
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Los sistemas antioxidantes enddgenos pueden ser de dos tipos:
de caracter enzimatico como la superdéxido dismutasa, la
manganeso superoxido dismutasa, la peroxidasa y algunas
catalasas, entre otras; y no enzimaticos como el glutation. Todos
estos mecanismos de defensa intracelulares frente a la generacion
de ROS disminuyen en situaciones de isquemia-hipoxia [25].

Estas necesidades antioxidantes se han desarrollado dada la
necesidad de los organismos aerdbicos de adaptarse al exceso de
ROS en determinadas situaciones. Bajo tensiones normales de
oxigeno (Oz), éste es reducido a agua (H,0). La cadena de
transporte de electrones mitocondrial reduce el 95% del O, por
uniones tetravalentes a H,O sin generar ningun radical libre de
oxigeno. A la vez, el 5 % restante de oxigeno se destina a la
generacion de radicales libres de oxigeno necesarios para el
funcionamiento celular. Cuando el oxigeno toma un electron, se
produce el anion superdéxido (O2"), que suele estar equilibrado por la
presencia de diversas formas protonadas. Durante la isquemia, la
acidosis que se produce favorece la produccion de este anidén capaz
de oxidar los acidos grasos libres de la membrana celular. Para
evitarlo, la célula pone en marcha enzimas como la superdéxido
dismutasa reduciendo éste a H;0,. Seguidamente, mediante
catalasas o por el sistema del glutation todas estas especies

acaban generando H,O. La isquemia y la reperfusion alteran esta
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homeostasis: con la isquemia las defensas antioxidantes se ven
dafadas, se acumula el H,O, y se genera un exceso del radical
hidroxilo que es muy destructor [26].

Ademas, en situaciones de isquemia-reperfusion, los citocromos
mitocondriales se reducen y transfieren directamente electrones al
oxigeno por medio de la reduccion de ubiquinona a ubisemiquinona
mediante la ubiquinol citocromo C reductasa [27].

lones metalicos como el hierro también pueden jugar un papel
importante en la generaciéon del radical hidroxilo, de ahi Ila
quelaciéon de los metales durante el estrés oxidativo. Los ROS
tienen un papel importante regulando la producciéon de energia, la
activacion de quinasas implicadas en la supervivencia celular, la
regulacion de los canales ionicos, la sefalizacién de la apoptosis,
las respuestas inflamatorias o la regulacion del tono vascular, entre

otros [206].
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Figura 8. Procesamiento de los ROS; esquema obtenido de Becker. 2004.

3.2. NIVELES DE ADENOSIN TRIFOSFATO (ATP).

El ATP es la molécula encargada de donar energia en todas las
funciones celulares que lo requieren. EL ATP es generado en las
mitocondrias por fosforilacion oxidativa y Ilibera la energia
hidrolizandose a ADP cuando es necesario.

En situaciones de deprivacion de oxigeno se altera el
metabolismo mitocondrial, disminuye la fosforilacion oxidativa y por

tanto la produccién de ATP, hecho que hemos confirmado en
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nuestro  laboratorio utilizando el sistema in vitro de
hipoxia/reoxigenacién [23]. Como hemos mencionado anteriormente,
la isquemia produce una situacién de acidosis con generacién de
estrés oxidativo y alteraciones en Ila cadena respiratoria
mitocondrial, comprometiéndose asi la generaciéon de ATP. EI ATP
sufre una rapida degradacién a ADP y AMP; este AMP es
rapidamente metabolizado a nucledtidos de adenina e hipoxantina.
Durante la reoxigenacion, con el aumento en la tensién de oxigeno
y nutrientes, se recuperan los niveles de estos metabolitos
precursores de la sintesis de ATP, ademas de normalizarse el
funcionamiento de la mitocondria, lo que finalmente conlleva la
restauracion de los niveles de ATP [7].

En este sentido, estd demostrado que la bajada de ATP durante
la isquemia altera la estructura del citoesqueleto y altera las

uniones intrercelulares [28].

3.3. CALCIO INTRACELULAR.

El calcio en el interior de la célula se encuentra almacenado
principalmente en el reticulo endoplasmatico. Las mitocondrias
también son organelas celulares que participan en la homeostasis
del calcio intracelular [29]. Por otro lado, el calcio citoplasmatico es

un importante segundo mensajero, capaz de activar muchas rutas
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de senalizacién intracelular, como las mediadas por proteina
quinasa C. Esta sefializacién regulada por calcio se realiza
directamente por union de este catién a sus dominos de unidén en
las proteinas o indirectamente a través de proteinas moduladoras
como trombomodulina, calmodulina y calpainas.

La deprivacién de oxigeno produce un aumento del calcio
citosolico por movilizacion a citoplasma del contenido en el reticulo
e incluso por captaciéon de calcio extracelular. La elevacién en la
concentracién de calcio intracitoplasmatico se ha identificado como
marcador de dafio en la mayoria de las respuestas celulares a
insultos agudos, como por ejemplo la isquemia y/o la hipoxia. Asi, el
aumento de calcio intracitoplasmatico es una situacion mediadora
de muchas patologias de etiologia isquémica [30].

En el caso de patologias de origen hipdéxico, y mas
concretamente en la NTA de etiologia isquémica, el aumento de
calcio intracitoplasmatico induce fosforilacion de fosfolipasa A2, a
través de sus formas calcio-dependientes, se acumulan acidos
grasos libres y se dafia la estructura y funcionalidad de la
membrana celular [31].

Por otro lado los acidos grasos libres y sus productos dan lugar a
la apertura de poros en la membrana mitocondrial, alterando la
funcién mitocondrial que puede desencadenar muerte celular por

apoptosis [27]. Durante la isquemia y los primeros momentos de
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reperfusion se produce una situacién de acidosis merced al acumulo
de protones de hidrogeno (H'). ElI aumento de estos H*
intracelularmente estimula el intercambiador Na*/H" que elimina H”
de la célula introduciendo Na®. Esto implica un aumento de la
concentracién intracelular de sodio que la célula intenta balancear
mediante la activaciéon del intercambiador Na*/Ca?*, que se localiza
tanto en la membrana citoplasmatica como en la membrana
mitocondrial, y que retira el Na* a cambio de internalizar Ca?",
resultando finalmente en una elevacién de la concentracion de
calcio intracitoplasmatico. La elevacion del calcio
intracitoplasmatico va a ser mediador importante en el dafio por
isquemial/reperfusion a través de Ila activacion de enzimas
dependientes de calcio incluyendo proteinaquinasas, fosfatasas y

proteasas como la calpaina y endonucleasas, entre otras.

4. FAMILIA PKC

La Proteina Quinasa C (PKC) es una familia de serina-treonina
quinasas clave en los mecanismos de sefalizacién intracelulares.
Las 12 isoformas que la componen se agrupan en 3 subfamilias
atendiendo a los dominios que contiene su porciéon reguladora y a
los estimulos que las regulan. Las tres subfamilias mencionadas

son:
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- PKC clasicas que incluyen PKC a, BI, BIl y y, que se regulan
por calcio y diacilgliceroles (DAG).

- PKC noveles que incluyen PKC & I-lll, €, n y 8, que unen DAG
solamente.

- PKC atipicas como PKCC y A,. que no son reguladas ni por

calcio ni por DAG.

4.1. ESTRUCTURA DE PKC

Todas las isoformas son una cadena polipeptidica que poseen
dos dominos estructuralmente bien definidos: regulador y catalitico.
El dominio regulador presenta lugares de unién para cofactores
lipidicos y calcio y participa en las interacciones proteina-proteina
que median la regulacion y localizacion de PKC. EI dominio
catalitico incluye lugares de unién a ATP y al sustrato. Asi mismo,
la enzima posee regiones estables bien conservadas en las tres
diferentes subfamilias (regiones C1 a C4) y regiones variables
(regiones V1 a V5). La region estable C1 esta presente en todas la
isoformas de PKC y contiene un dominio autoinhibidor o
ppseudosustrato que mantiene la enzima en forma inactiva en
ausencia de cofactores o activadores. Este dominio C es rico en
residuos de cisteina implicados en la unién a segundos mensajeros

como los diacilgliceroles (DAG) y a otros activadores como los
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ésteres de forbol. Cada dominio rico en cisteina puede tener una
contribucién diferente a la activacion de la enzima.

Las isoformas clasicas poseen una region en el dominio C2 para
union a calcio el cual tiene un doble papel en la regulacién de la
actividad de PKC clasicas, mediando la union a calcio y las
interacciones entre proteinas. El dominio catalitico de PKC
comprende las regiones C3 y C4: en la regiéon C3 esta el lugar de
union a ATP y en la region C4 se encuentra el lugar de unién al
sustrato de PKC, lugar ocupado por el ppseudosustrato cuando PKC
esta en forma inactiva (Para revision véase Kazanietz y col.1999

[32]).
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Figura 9. Esquema que muestra la estructura y los dominios reguladores y
cataliticos de las distintas subfamilias de proteina quinasa C (PKC) obtenido

de Kazanietz y col. 1999.

4.2. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE PKC

La expresidon de las distintas familias de PKC, y dentro de ellas,
de las distintas isoformas, varia mucho de un tejido a otro, de una
linea celular a otra. Por otro lado, una misma isoforma en lineas
celulares distintas puede mostrar funciones y rutas de activacion
diferentes. En el riion, PKCa y PKCC( (isoformas clasica y atipica
respectivamente), tienen una marcada expresién [33].

La activacién de todas las isoformas conlleva su traslocacion a
distintos compartimentos subcelulares, siendo Ila membrana
plasmatica uno de sus lugares mas comunes de traslocacion.

Basado en la regulaciéon de PKC en muchos sistemas se ha
disefiado un modelo de activacion de las formas clasicas y noveles
de PKC por lipidos a través de la union a diacilgliceroles (DAG)
(producto de la activacién de fosfolipasa C tras un estimulo externo
tal y como se muestra a continuacién) o por unidén directa a ésteres
de forbol en presencia de un cofactor fosfolipidico. Otros lipidos

pueden estimular la activacién de PKC como por ejemplo los acidos
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grasos libres y los derivados de la fosfatidilcolina de cadena corta y
los fosfatidilinositoles. El requerimiento de diferentes lipidos para
diferentes isoformas de PKC también constituye un potencial
mecanismo de control de funciones especificas de cada isoforma en
cada tipo celular.

Otro cofactor regulador de PKC es el calcio que como hemos
visto posee su propio lugar de unién en los dominios de PKC y que
regula la activacion de las formas clasicas. Como hemos
mencionado, los niveles intracitoplasmaticos de Ca?* se ven
alterados y elevados durante los procesos de isquemia-reperfusion

(Para revision véase Kazanietz y col.1999 [32]).
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Figura 10. Esquema del mecanismo de activacion y accién general de las PKC

clasicas y noveles, obtenido de Koivunen y col. 2005.

PKC también puede activarse mediante fosforilacién por otras
proteinas intermediarias en sus residuos de serina-treonina y de
tirosina. La fosforilacién de PKC en los residuos de tirosina se ha
descrito que puede estar mediada por exceso de radicales libres, en
concreto H,O, [32].

Como ya hemos mencionado, la hipoxia implica produccién de
ROS mitocondriales en el sitio de la ubisemiquinona. Asi el H;O»
podria actuar como modulador de la fosforilacion de los residuos
serina-treonina y tirosina en proteinas como PKC, mas
concretamente esta regulacion por H;O, se ha descrito para las
isoformas a, B, 8, v, € y ¢, resultando en su activacién de forma

independiente a la via de activacion por fosfolipasa C [35].

4.3. PKC EN LA ISQUEMIA RENAL

Una vez activada por estos diversos mecanismos, las distintas
isoformas de PKC sufren un cambio conformacional en su estructura
con desligamiento del ppseudosustrato inhibidor del dominio

catalitico que permite la activacion de la enzima.
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La familia PKC es un componente critico en las rutas de
sefalizacion intracelular que regulan numerosos eventos vy
funciones celulares como la homeostasis, la migracion, la
proliferacién, la apoptosis, la remodelacion del citoesqueleto, la
regulacion de los canales de iones, la diferenciacién celular y la
liberacion de hormonas y neurotransmisores [33 y 36].

Algunas isoformas de PKC pueden interaccionar fisicamente con
proteinas del citoesqueleto tales como tubulina o F-actina, y esta
asociacion parece ser selectiva para cada isoenzima. PKC también
puede producir modificaciones en la fosforilacion de proteinas
asociadas al citoesqueleto tales como la proteina Tau, directa o
indirectamente a través de MAPKs, como ERK1/2 [32].

Se ha descrito recientemente que la isoforma PKCa ademas de
promover proliferacién, puede estar implicada en la organizacién de
uniones intercelulares [37].

PKCZ, cuya funcion estd menos estudiada, ha sido
correlacionada con alteraciones en uniones intercelulares vy
reorganizaciones de citoesqueleto tras dafo oxidativo [38].

Sin embargo la contribucion de ambas isoformas a la respuesta
del epitelio proximal tubular renal a la isquemia no ha sido aun
determinada y en ocasiones ofrece resultados opuestos para una
misma isoforma de PKC. Asi por ejemplo, mientras unos autores

demuestran la implicacion de las isoformas clasicas de PKC durante
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el ensamblaje correcto de las TJ en situaciones de aumento
intracitosolico de calcio [37], otros las implican en rotura de uniones
intercelulares en similares condiciones [39]. De igual modo algunos
trabajos relacionan a PKC ¢ como molécula clave para el correcto
ensamblaje de las TJ [40], y otros aseguran que juega un papel
fundamental en el desensamblaje de las mismas [41]. La bibliografia
si coincide en que bajo condiciones de isquemial/reperfusidén,
distintas isoformas de PKC sufren traslocacion de citoplasma a
membrana plasmatica en distintos tiempos de reoxigenacion lo que
se relaciona con dafo epitelial tras la isquemia [36]. Otros autores
han demostrado las traslocaciones de PKC tras
isquemial/reperfusion a membrana nuclear relacionando este hecho
con un posible papel de PKC mediando reparacién epitelial y control

de la proliferacion celular tras el dafo isquémico [42 y 43].
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OBJETIVOS
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Como objetivo general de este trabajo se plantea estudiar el
papel de dos isoformas de PKC, PKCa (clasica) y PKCC (atipica), en
los mecanismos que median el dafo tubular por isquemia-
reperfusion, utilizando un modelo in vitro de hipoxia-reoxigenacion

que mimetiza los estimulos y efectos observados in vivo.

Como objetivos parciales, se plantean los siguientes:

1. Determinar la actividad de PKCa durante hipoxia-
reoxigenacion y los mecanismos que regulan dicha actividad.
Estudiar los efectos de la actividad de PKCa en términos de
alteracion en la integridad de la barrera epitelial, utilizando

inhibidores especificos.

2. Determinar la actividad de PKC{ durante hipoxia-
reoxigenacion y los mecanismos que regulan dicha actividad.
Estudiar los efectos de PKCC en la morfologia y funcionalidad de la

célula proximal tubular, utilizando inhibidores especificos.

3. Determinar la expresién y localizacion de ambas isoformas de

PKC en muestras de biopsias humanas con necrosis tubular aguda y

su correlacion con el dafio tubular.
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MATERIAL Y METODOS
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1. CULTIVOS CELULARES Y TRATAMIENTOS

Para todo este trabajo se ha utilizado una linea celular de
epitelio tubular proximal renal humano llamada HK2, cultivada en
medio DMEM-F12, suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS), 1% de penicilina-estreptomicina-glutamina y un 1% de
insulina-transferrina-selenio. Las células se mantienen en un
incubador regular para cultivo celular a una temperatura de 37°C y
en atmdésfera humeda con 5% de CO.,.

Los tratamientos a los que fueron sometidas las células fueron
los siguientes

- Tratamiento pro-oxidante: afadiendo al medio de cultivo
peréxido de hidrégeno (H202) a una concentracion final de 1mM
durante 30 minutos (Merck 8597).

- Tratamiento antioxidante: se ha usado Butil-hidroxianisol
(BHA) a una concentracion final de 200uM (Sigma: 20021).

- Tratamiento activador de calcio: Ilonomicina, a una
concentracion final de 1ug/ml durante 30 minutos (Sigma: 13909).

- Tratamiento activador de PKC: Esteres de forbol (PMA:
Phorbol -12 miristato-13-acetato) a una concentracion final de 1uyM

durante 1 hora. (Sigma. P1585).
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- Tratamiento con inhibidores: Inhibidor de PKCoa, G& 6976
(Calbiochem. 365250), a una concentracion final de 1uM; inhibidor
de PKC{, pseudo sustrato miristoilado (Myr-Ser-lle-Tyr-Arg-Arg-Gly-
Alc-Arg-Arg-Trp-Arg-Lys-Leu-OH. Biosource. 77-748), a una
concentracién final de 20uM; inhibidor de la fosforilacion de
ERK1/2, UO126 (Cell Signaling. #9903), una concentracién final de

10uM.

2. MODELOS EXPERIMENTALES:

2.1. MODELO IN VITRO: HIPOXIA / REOXIGENACION

Las células HK-2 son cultivadas en las condiciones estandares
arriba mencionadas en medio completo e incubador regular.

Para semejar condiciones de isquemia/reperfusién in vitro las
células HK-2 se plantan sobre matriz de colageno IV (a una
concentracion final de 5ug/ml, componente mayoritario de la
membrana basal. El colageno IV se polimeriza en tampdn carbonato
a pH 9,6 durante una hora en el incubador regular, lavando
posteriormente la superficie varias veces con PBS 1X y sembrando
luego las células sobre la matriz de colageno IV, en medio completo
hasta alcanzar confluencia. Nuestro sistema de

hipoxia/reoxigenacién se realiza siguiendo el siguiente protocolo: 24
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horas antes de someter las HK-2 a la hipoxia éstas se ponen en
medio sin suero. Para mimetizar el periodo de isquemia, las células
se someten a 6 horas de hipoxia en ausencia de nutrientes (HBSS
suplementado so6lo con antibiéticos), en una camara humeda
perfundida con una atmésfera de 94% de N3, 1% de O, y 5% de
COy, y a una temperatura de 37°C. Pasadas las 6 horas de hipoxia,
comienza el periodo que mimetiza la reperfusion, se sustituye el
medio hipoxico por medio completo y se reoxigenan las células en
el incubador regular con 21% de oxigeno y a 37°C [23]. A
continuacion se muestra un esquema del protocolo de
hipoxia/reoxigenacion que acabamos de describir. Por
simplificacion, lo hemos denominado modelo de
hipoxia/reoxigenacién, pero es importante insistir en que este
modelo tiene en cuenta tanto cambios en tensién de oxigeno como
cambios en disponibilidad de nutrientes, tal y como sucede en la

isquemial/reperfusion.

Sin suero
HK-2 Deprivacién de suero (24 h) Baja glucosa (6 h) Medio completo

h A A
g »__Dw D

Hipoxia (6 h): Reoxigenacién:
1% O, 5% COy, 94% N, 21% O3, 5% CO;

Figura 11: Esquema del protocolo de hipoxia/reoxigenacién en células HK-2

utilizado en este trabajo.
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En este protocolo se consideran células control (CC) aquellas
que han sufrido cambios de medio pero no cambios en la tension de
oxigeno: CC (6h)=control de falta de nutrientes; CC (24h)=control
de falta de nutrientes y posterior reposicién de los mismos. En este
protocolo se toman muestras tras la hipoxia y a distintos tiempos de
reoxigenacion para distintas determinaciones que se detallan a

continuacion.

2.2. BIOPSIAS RENALES HUMANAS

Para comprobar I|a expresion de las distintas proteinas
estudiadas a lo largo de este trabajo en casos reales, se ha
realizado estudio inmunohistoquimico en diversas biopsias de
rifones humanos que mostraban cambios morfoldégicos atribuibles a
falta de riego sanguineo en los tubulos proximales, cedidas por los
servicios de Anatomia Patoldégica de los Hospitales Universitarios
Ramon y Cajal de Madrid y Virgen del Rocio de Sevilla. Se
estudiaron un total de 17 muestras de tejido, de las cuales 2 casos
eran necropsias, 12 correspondian a organos transplantados que
desarrollaron necrosis tubular aguda, 1 caso era un riién previo a

injertar proveniente de un donante en asistolia, y 2 casos
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correspondian a 6rganos que desarrollaron necrosis tubular aguda

sin relacion con un proceso de transplante o fracaso multiorganico.

3. ESTUDIOS DE PERDIDA DE INTEGRIDAD DE MONOCAPA

POR COLORIMETRIA

Las células HK2 fueron plantadas en “transwells” (insertos para
placas con diametro de poro de o0.4uym), sobre una matriz de
colageno IV durante 24 horas hasta alcanzar confluencia, en medio
DMEM-F12 completo. Posteriormente fueron sometidas a H/R,
segun el protocolo detallado anteriormente. Se afadié 1ul de
colorante no vital azul de tripano a la monocapa y se incubo 30
minutos en cada condicion. Posteriormente se recogié el medio del
compartimento inferior que no contenia rojo fenol para no interferir
en la medida colorimétrica, y se estimé la absorbancia del mismo
por colorimetria a 595 nm., en un lector de ELISA [23].

Las medidas obtenidas son directamente proporcionales a la
cantidad de colorante que habia permeado a través de la monocapa

e inversamente proporcional a la integridad de |la monocapa.
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4. ESTUDIO DE PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXiGENO (ROS) Y MODIFICACIONES EN LOS NIVELES
INTRACELULARES DE CALCIO MEDIANTE CITOMETRIA DE

FLUJO

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 60 mm vy
sometidas a H/R segun el protocolo anteriormente detallado. Se
incubaron las distintas condiciones durante la hipoxia con sendas
sondas fluorescentes, H2DCFDA (Molecular Probes. D399), para
medicién de produccion de ROS (mas concretamente perdxidos)
[23], vy Fluo4AM (Molecular Probes. F14201), para estimar los
niveles de calcio [44] intracelulares. Tras dicha incubacion las
celulas fueron tripsinizadas, centrifugadas 5 minutos a 1500 rpm y
lavadas con PBS 1x, resuspendidas en 200 ul de PBS 1x y estimada

la fluorescencia mediante citometria de flujo.

5. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE

INMUNOBLOT

Tras someter las células a H/R se retira el medio de cada
condicion, se lavan las células dos veces con PBS 1x frio y se
congelan a -80°C. Posteriormente se realiza un lisado celular en

500ul de tampdn de lisis que contiene TrisCIH 50mM a pH7,5, NaCl
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150mM, 1% Triton X100 X-100, 0,5% de deoxycolato sodico, 10%
glicerol, suplementado con inhibidores de proteasas [1 mM de
leupeptina, 1 mM de aprotinina, 1,3mM de 4-(2-aminoetil)
bencenosulfonil fluoruro (AEBSF)] e inhibidores de fosfatasas: 250
mM de fluoruro sédico y 200mM de ortovanadato sdédico. Las
muestras se incuban durante 20 minutos a 4°C y en agitacion, se
sonican 5 minutos y se centrifugan a 8.000g (15.000 rpm) durante 5
minutos, y los sobrenadantes recogidos se guardan a -80 °C hasta
su utilizacion. La cantidad de proteina en cada muestra se
cuantifica mediante el método de Bradford. Para el inmunoblot, tras
esta cuantificaciéon, se preparan todas las muestras conteniendo la
misma cantidad total de proteina (20-40 pg.), afiadiendo a la
muestra 1% de B-mercaptoetanol, 1% de azul de bromofenol y
tampon de lisis hasta igualar volumenes, se hierven las muestras 5
minutos y se les da un pulso en la centrifuga antes de cargarlas en
el gel.

La separacion electroforética se realiza en geles
desnaturalizantes de SDS-poliacrilamida (Bio-Rad) al 10% para el
estudio de las distintas isoformas de PKC estudiadas y al 8% para
el resto de las proteinas estudiadas, y en tampdn de corrida
conteniendo TrisGlicina 1X a pH 86 y un 0.1% de SDS 10%.
Posteriormente la proteinas son transferidas a una membrana de

polivinilideno fluorilo (PVDF), utilizando un tampdn de transferencia
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que contiene de TrisGlicina 1X a pH 8.6, 20% de metanol y 0.02%
de SDS.

Las membranas se bloquean con TBS y leche desnatada en polvo
al 2% durante una hora a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo, son lavadas tres veces de 5 minutos cada una con TBS 1X
con un 0,05% de tween 20 (TTBS), y posteriormente se incuban con
los correspondientes anticuerpos primaros y secundarios. Las
incubaciones con los Ac primarios se realizaron toda la noche en
camara fria (a 4°C) y las incubaciones con los secundarios, durante
una hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos fueron
preparados en TTBS con un 1% de BSA, los primarios a la
concentracién indicada en cada caso y los secundarios a una
concentracion de 1:5000. (Ver tabla de anticuerpos al final de
Material y Métodos)

Tras las incubaciones, se lavan las membranas de nuevo tres
veces de 5 minutos cada una con TTBS 1X, y se revelan mediante
método de quimioluminiscencia utilizando ECL (“Enhanced
chemoluminiscence method”; Amersham Biosciences). Las
membranas se exponen en camara oscura a peliculas radiograficas
(AGFA, Curi X RP2 Plus Ref. ENKMV) que se revelan en

reveladores automaticos.
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6. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Para estudiar la distribuciéon de las isoformas PKCa y PKC{ en
compartimentos subcelulares (membranas y citoplasma, fraccion
insoluble y soluble respectivamente), se lisaron las células HK-2
sometidas a hipoxia/reoxigenacién en hielo afiadiendo a cada placa
de 100mm 2 ml de tampdn de lisis, compuesto por 20mM de Tris
HCI, 10mM de HEPES pH 7.5, 0.25M de sacarosa (sucrose), 5SmM
acido etilen-diaminotetracético (EDTA), 10mM (-mercaptoetanol,
4mM de 4-(2-aminoetil)bencenosulfonil fluoruro (AEBSF), 1mM de
leupeptina y 1mM de aprotinina. Tras la lisis, se sonicaron las
muestras durante 5 minutos y se centrifugaron 10 minutos a 8.000g
(15.000 rpm) para separar el material nuclear del resto.

Del sobrenadante obtenido se recogieron 200ul que fueron
ultracentrifugados durante 30 minutos a 150.000g (75.000 rpm). EI
sobrenadante asi obtenido corresponde a la fraccion soluble o
citoplasmatica.

El precipitado se resuspendié en 200yl de tampoén Laemli
(TrisHCI 62,5mM pH6,8, B-mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y sds
10%), siendo ésta la fraccién particulada o insoluble de la célula
[45].

Las fracciones asi obtenidas se someten a electroforesis en

geles desnaturalizantes de SDS-acrilamida e inmunoblot para PKCa
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y PKC(, cargandose 20 pg de proteinas correspondientes a la
fraccion citosdlica y 40 ug de proteinas correspondientes a la
fraccion particulada en tampdén Laemli y separadas en geles de

acrilamida al 10%.

7. ESTUDIOS DE LOCALIZACION SUBCELULAR DE PROTEINAS

MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA.

Las células son sembradas en cubres de cristal (AFORA) sobre
una matriz de colageno IV hasta Ilegar a confluencia.
Posteriormente se someten al protocolo de H/R descrito y, tras lavar
los cubres con PBS, se fijaban las distintas condiciones, en
formaldehido al 3,7 % en PBS 1X, 20 minutos a temperatura
ambiente. Tras retirar el formaldehido se afade PBS 1X y se
guardan las muestras a 4°C en PBS 1x hasta su utilizacion.

Para realizar la IF se permeabilizan los cubres con Tritén X100
0,5% en PBS 1X, durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavan varias veces con PBS 1X y se bloquean
con BSA 1% en PBS 1X durante una hora a temperatura ambiente.
Una vez transcurrido este tiempo, se retira el bloqueo y se realiza la
incubacién con el anticuerpo primario durante una hora a

temperatura ambiente, en camara humeda y oscura.
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Posteriormente se lavan los cubres tres veces de cinco minutos
cada una con PBS/Tween 20 al 0,05% y se realiza la incubacién con
el anticuerpo secundario marcado con fluorescencia, una hora a
temperatura ambiente, en camara humeda y oscura.

Los anticuerpos primarios y secundarios para |IF se diluyeron en
PBS con 1% BSA en una dilucién 1:100.

Finalmente, se lavan de nuevo tres veces de cinco minutos cada
una con PBS/Tween al 0,05% y se montan los cubres sobre portas
utilizando 10ul de Mowiol (Mw 4-88 Reagent. Calbiochem. 475904),
conteniendo 2.5mgr/ml de DAPI (Sigma. D9564), por cubre [23].

Las muestras asi procesadas son analizadas mediante
microscopio de fluorescencia convencional y/o microscopia confocal
(Leica TCS-SP2-AOBS-UV y Nikon Eclipse TE 200-U), con los

programas Scion Image, Leica lite y NSBR.

8. ESTUDIOS MORFOLOGICOS DE EXPRESION Y LOCALIZACION
DE PROTEINAS EN TEJIDO PARAFINADO HUMANO:
HEMATOXILINA-EOSINA, ACIDO PERIODICO DE SCHIFF E

INMUNOHISTOQUIMICA

El material procedente de humanos se fijo en formol tamponado

al 10%. Posteriormente las muestras fueron procesadas por el
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procedimiento habitual de deshidratacién (Procesador Tissue-Tek
VIP) e incluidas en bloques de parafina (Parafinador Myr EC350-1),
cortadas en microtomo a 4 um y tedidas de forma habitual con
hematoxilina-eosina (HE) (DAKO. AR157) y acido periédico de
Schiff (PAS) (DAKO. AR165).

En el caso de las muestras para inmunohistoquimica, tras
cortarlas y desparafinarlas, se sometieron a desenmascaramiento
antigénico mediante su inclusién en olla a presion en tampdn citrato
(0,01 M, pH 6.0) y EDTA (0,001M, pH 8) [46].

La inmunohistoquimica se realizé segun el siguiente protocolo: el
tejido desparafinado y desenmascarado antigénicamente fue
sometido al bloqueo de la peroxidasa enddgena con una solucién
especifica  (Peroxidasa blocking solution: tampdn  fosfato
conteniendo perdxido de hidrégeno, 15mmol/l de NaN3 vy
detergente. Dako. S2023), incubando los portas de tejido 15
minutos a temperatura ambiente en camara humeda. Posteriormente
se lavan los portas tres veces de cinco minutos con PBS-tween, y
se bloquea el tejido durante 30 minutos a temperatura ambiente con
PBS/BSA 1%. Tras el bloqueo, se incuba con el anticuerpo primario,
a una concentracién de 1:100, una hora a temperatura ambiente y
en camara humeda; luego se lava de nuevo tres veces de cinco
minutos cada una con PBS/Tween al 0,05% y se incuban con el

anticuerpo secundario, a una concentracién de 1:100, una hora a
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temperatura ambiente y en camara humeda; se vuelven a lavar tres
veces de cinco minutos cada una con PBS/Tween al 0,05%, y se
revela con kit de revelado de IHQ que contiene: DAB/tampodn
sustrato (soluciéon tampdén Imidazol-HCIl a pH 7,5) y DAB/cromégeno
(3,3’-diaminobenzidina) (DAKO. K3468). Cuando el tejido empieza a
tomar coloracion oscura, se para inmediatamente la reaccién con
agua, y se contrasta tifendo el tejido con hematoxilina. Finalmente
se montan los portas con un cubre utilizando DEPEX (no acuoso)
(DPH, 361254D) [47]. Se observan al microscopio optico (Olympus
BX50) y se adquieren imagenes con una camara digital (Olympus C-

7070 wide zoom).

9. TINCION CON FALOIDINA EN MUESTRAS HUMANAS

PROCESADAS EN CONGELACION

Las muestras recibidas se incluyeron en medio de preservacién
OCT Tissue-Tek (Miles Inc.) y se congelaron en nitrégeno liquido.
Posteriormente se realizaron cortes en criostato (Microm HM550) y
se dejaron secar sobre el porta durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Una vez secadas se fijan las preparaciones en solucion 1:1 v/v
conteniendo alcohol etilico/éter dietilico durante 10 minutos a -

20°C. Tras la fijacién se lavan las preparaciones tres veces con
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PBS y se permeabiliza el tejido con Tritén X100x100 0,5% en PBS
1X.

Una vez permeabilizado se incuban los cortes de tejido con
Faloidina-Alexa 568 en PBS con 1% BSA durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Después se lavan los cubres con PBS 1X frio y se montan en un

cubre con Mowiol.

10. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico ha sido realizado mediate T de Student,

considerando significativa una p<0.05.
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Tabla de Anticuerpos utilizados

ANTICUERPO ESPECIE REFERENCIA DILUCION
Anti-Actina Cabra Santa Cruz. Sc-1616 IB 1:1000
IB 1:1000;IF
Anti-PKC alpha Rata Santa Cruz. Sc-208 1:100; IHQ 1:100
IB 1:1000;IF
Anti-PKC zeta Rata Santa Cruz. Sc-216 1:100; IHQ 1:100
Anti-beta-Tubulina | Ratén Sigma. T5293 IF 1:100
Anti-Vimentina Ratén Sigma. V5528 IF 1:100
Anti-Vimentina Ratoén Amersham Pharma. IF 1:100
IB 1:1000;IF
Anti-ZO-1 Raton Zymed Lab. 33-9100 1:100; IHQ 1:100
IB 1:1000;IF
Anti-Z0O-1 Rata Zymed Lab. 61-7300 1:100; IHQ 1:100
Anti-p-ERK1/2 Ratén Calbiochem. 442706 IB 1:1000;IF 1:100
Anti-ERK1/2 total Rata Cell Signaling . #9102 [ IB 1:1000;IF 1:100
BD Biosciences. | IB 1:1000;IF
Anti-E-Cadherina Raton C20820-050 1:100; IHQ 1:100
IB 1:1000;IF
Anti-B-Catenina Cabra RD Systems. AF1329 ([1:100; IHQ 1:100
Jackson Inmuno
Anti-ratéon Research. 315-035- | IB 1:5000; IHQ
peroxidasa Rata 003 1:100
Jackson Inmuno
Anti-cabra Research. 305-035- | IB 1:5000; IHQ
peroxidasa Rata 045 1:100
Jackson Inmuno
Anti-rata Research. 111-035- | IB 1:5000; IHQ
peroxidasa Cabra 003 1:100
Alexa Fluor 594 Molecular Probes.
anti-ratéon Burro A21203 IF 1:200
Alexa Fluor 488 Molecular Probes.
anti-rata Cabra A11034 IF 1:200
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RESULTADOS
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1. EL PROTOCOLO DE HIPOXIA/REOXIGENACION (H/R) INDUCE
PERDIDA DE ADHESION DE CELULAS HK-2 SIN INDUCIR
MUERTE CELULAR

Determinamos si en nuestro modelo de hipoxia/reoxigenacion en
células HK-2 descrito en Material y Métodos, se producia
desprendimiento celular y/o muerte celular.

Para ello, recogimos los sobrenadantes de una cinética de
hipoxia/reoxigenacién, incluidos los controles, y realizamos, por un
lado un contaje de células presentes en los sobrenadantes en cada
tiempo, y por otro lado, tefiimos las células desprendidas con DAPI
para determinar mediante fluorescencia si éstas exhibian signos de
apoptosis.

Como se muestra en la figura 12, las células epiteliales no se
desprenden en cantidad significativa durante la hipoxia pero si se
registra un desprendimiento significativo a las 24 horas de
reoxigenacion. A dichas 24 horas de reoxigenacion no se observa
muerte celular de forma significativa, dado que la tincion con DAPI
no reveld la presencia de células con fragmentacién de cromatina.

Estos resultados indican que nuestro protocolo de
hipoxia/reoxigencién no induce primariamente muerte celular sino
pérdida de adhesion, como sucede en las isquemias subletales in

vivo (ver figura 12).
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FIGURA 12. A. Porcentaje de células desprendidas estimado por contaje
celular. El porcentaje de células desprendidas es significativo a las 24 horas
de reoxigenacion. B. La tincién con DAPI muestra el aspecto de la cromatina
en las células desprendidas, demostrando la ausencia de células en apoptosis.
C. Tubulos proximales renales tefidos con hematoxilina-eosina tras un periodo
de isquemia subletal donde se observa que, si bien en algunos de ellos existen
células desprendidas a la luz tubular que han iniciado un proceso de muerte
celular como demuestra su tincion intensamente eosinéfila, la mayoria de los
tubulos presentan un epitelio viable, aunque con modificaciones morfolégicas
en las células: se observa rotura de uniones intercelulares y protusion

citoplasmatica hacia la luz tubular (Magnificacién x200).
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2. EXPRESION DE DISTINTAS ISOFORMAS DE PKC EN CELULAS

HK-2 SOMETIDAS A HIPOXIA/REOXIGENACION.

Mediante inmunoblot determinamos cuales de las doce isoformas
de la familia Proteina Kinasa C (PKC) eran expresadas en las
células epiteliales tubulares renales HK-2, usando una amplia
bateria de anticuerpos especificos. Los anticuerpos reconocen
isoformas de las tres subfamilias: PKCa para la subfamilia de PKC
clasicas; PKCeg, PKCn y PKC®, para la subfamilia de PKCs noveles;
y PKCC para la subfamilia de PKC atipicas.

La figura 13 muestra los resultados de estos inmunoblot,
indicando que todas las isoformas de PKC estudiadas son
expresadas en células HK-2 y su expresién no varia durante
hipoxia/reoxigenacién. Estos resultados también demuestran que la
expresion de PKCa y PKCC es mayor que la del resto de isoformas
estudiadas.

Basandonos en la bibliografia que sugiere implicacién de PKCa vy
PKCC{ como mediadores de la adhesién de células epiteliales a
sustrato, y en estos resultados, elegimos PKCa y PKC{ como

isoformas de PKC a seguir estudiando en este trabajo.
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FIGURA 13. Expresion de distintas isoformas de PKC, en células HK-2,

pertenecientes a las tres subfamilias de PKC determinada por inmunoblot.

3. ACTIVACION Y LOCALIZACION DE PKCa EN CELULAS HK-2

SOMETIDAS A HIPOXIA-REOXIGENACION.

3.1 TRASLOCACION A MEMBRANA ESTIMADA MEDIANTE

INMUNOFLUORESCENCIA.

Como ya se ha descrito en la introduccion, PKCa cuando se
activa se trasloca a la membrana plasmatica, de tal manera que
esta traslocacion a membrana puede considerarse como una medida
indirecta de activacion de PKCa. Para estudiar si esta traslocacion
se producia en nuestras células HK-2 bajo condiciones de
hipoxia/reoxigenacién (H/R), sometimos las células adheridas a
colageno IV a H/R y estudiamos la localizacion de PKCa mediante

inmunofluorescencia.
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Comprobamos que PKCa se trasloca a la membrana plasmatica
en tiempos muy tempranos de reoxigenacion, entre 15 y 30 minutos
y hasta 2 horas de reoxigenacion, volviendo a localizarse en el
citoplasma celular a partir de esas 2 horas de reoxigenacioén, tal y
como se demuestra en la figura 14.

Cuando PKC no esta traslocada, las células muestran
fluorescencia de forma difusa en todo el citoplasma; en cambio,
cuando PKCa esta traslocada (activada), el patron de fluorescencia
cambia: se produce un marcaje en membrana muy intenso, un
marcaje fluorescente perinuclear también Ilamativo, y un descenso
muy importante de la intensidad de fluorescencia correspondiente al
citoplasma.

Utilizamos como control positivo de esta activacién un
tratamiento con PMA, activador de isoformas clasicas. Como se
esperaba, el tratamiento con PMA induce la traslocacion de PKCa
en la mayoria de las células. El uso del inhibidor especifico de esta
isoforma (G6 6976), aplicado junto al tratamiento de PMA,

bloqueaba esta traslocacién.
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FIGURA 14. Traslocacién de PKCa a membrana plasmatica (*) y a zona
perinuclear, observada mediante inmunofluorescencia, en células HK-2 a
tiempos tempranos de reoxigenacion. En los paneles inferiores se muestra la
traslocacion de PKCa tras tratamiento de las células HK-2 con PMA y el efecto
del inhibidor G6 6976.

3.2. LOCALIZACION SUBCELULAR DE PKCa EN HK-2 DURANTE

HIPOXIA-REOXIGENACION.

Con el fin de cuantificar la traslocacion de PKCa a membrana
descrita previamente, realizamos un fraccionamiento subcelular
mediante lisis celular y ultracentrifugacion de células HK-2

sometidas a hipoxia/reoxigenacién, que nos permitié separar la
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fraccion citoplasmica (fraccidon soluble) de la fraccion de membrana
(fraccién insoluble o particulada).

Realizamos inmunoblot de la fracciéon soluble y la fraccién
insoluble de células HK-2 sometidas a hipoxia/reoxigenacion en
presencia y ausencia del inhibidor especifico de isoformas clasicas
de PKC Go66976, que tiene especial afinidad por PKCa. Ademas
incluimos los controles de células HK-2 tratadas con PMA y PMA
mas Go 6976.

El resultado que se muestra en la figura 15, indica que la
cantidad de PKCa disminuia en la fraccion soluble a tiempos
tempranos de reoxigenacion (15 minutos-1hora), correlacionandose
con una mayor presencia en la fraccién insoluble o particulada. En
celulas tratadas con GO 6976 no se observaban diferencias
significativas entre fraccion soluble e insoluble. Asi mismo, en el
control positivo con PMA aumentaba significativamente la cantidad
de esta isoforma en fracciéon insoluble mientras que en células
tratadas con GO 6976, no se observaban diferencias entre ambas

fracciones.
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Figura 15. Inmunoblot de fraccionamiento subcelular. En la columna de figuras
de la izquierda podemos observar como a tiempos tempranos de reoxigenacion
disminuye la expresién de PKCa en la fraccion citosolica (FC) lo que coincide
con un aumento de expresion en la fraccion particulada de esta isoforma de
PKC (FP). En la columna de la derecha podemos ver como la expresién de
PKCa en la FC no se modifica durante la reoxigenaciéon cuando las células HK-
2 son tratadas durante la misma con el inhibidor de esta isoforma clasica de

PKC.

Los resultados obtenidos por inmunofluorescencia y
fraccionamiento subcelular demuestran que, en tiempos tempranos
de reoxigenacion, entre 15 minutos y 2 horas, se produce una
activacion de PKCa, traslocandose ésta de citoplasma a membrana

en células HK-2.
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4. FACTORES RESPONSABLES DE LA ACTIVACION DE PKCa EN

CELULAS HK-2 DURANTE HIPOXIA-REOXIGENACION.

Como ya hemos comentado en la introduccion, uno de los
factores que regulan la activacion de PKC son los niveles
intracitoplasmaticos de calcio. Por otro lado, esta descrito que la
activacion de isoformas clasicas de PKC puede venir mediada por la
activacion de MAPKs, mas concretamente por la activacién de
ERK1/2. Basandonos en estas premisas, estudiamos si en nuestro
sistema de células HK-2 sometidas a hipoxia/reoxigenacién ambos
factores podrian estar regulando las modificaciones en la actividad

de PKCa descrita en el apartado anterior.

4.1. NIVELES DE CALCIO

Células HK-2 sometidas a hipoxia/reoxigenacién fueron
incubadas con Fluo4AM, y estimamos los niveles
intracitoplasmaticos de calcio mediante citometria de flujo.

Tal y como se muestra en la figura 16, observamos que los
niveles intracitoplasmaticos de calcio aumentaban ya en hipoxia,
alcanzando el maximo en esta condicién y hasta 30 minutos de

reoxigenacion y comenzando a retornar a niveles basales a 1 hora
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de reoxigenacion. A partir de 2 horas de reoxigenacion los valores
de calcio intracitoplasmatico no eran significativamente diferentes a
los de la condicion control.

Como control positivo de la técnica utilizamos un tratamiento con
lonomicina, que inducia un aumento en calcio intracelular similar al

obtenido en hipoxia y en 30 minutos de reoxigenacion.
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FIGURA 16. Citometria de flujo en células HK-2 sometidas a H/R e incubadas
con sonda fluorescente Fluo4AM para estimacion de niveles
intracitoplasmaticos de calcio. Se observa un aumento maximo de niveles de
este cation (curva desplazada a la dcha) en hipoxia y en 30 minutos de
reoxigenacién. Como control positivo se utilizé un pretratamiento en las células

con lonomicina a una concentracién de 1ug/ml durante 30 minutos.

4.2. ACTIVACION DE ERK1/2

Mediante inmunoblot determinamos la activacion de ERK1/2 en
células HK-2 sometidas a hipoxia/reoxigenacién, utilizando un
anticuerpo que reconoce especificamente las formas fosforiladas
(activadas). Los resultados se muestran en la figura 17 e indican
que ERK1/2 se activa tempranamente en reoxigenacién, entre 15
minutos y 3 horas. Estos cambios en fosforilacion son significativos
ya que la expresion total de ambas proteinas se mantiene constante

a lo largo de la hipoxia/reoxigenacion, tal y como se muestra en

dicha figura.
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FIGURA 17. Expresion de ERK1/2 total y fosfo-ERK1/2 estimada mediante

inmunoblot en células HK-2 sometidas a hipoxia/reoxigenacion.
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4.3. TRASLOCACION DE PKCa EN PRESENCIA DE INHIBIDORES

DE ERK.

Para determinar si la traslocacion de PKCa esta mediada por la
activacion de ERK1/2, estudiamos por inmunofluorescencia la
traslocacion de PKCa en HK-2 sometidas a hipoxia/reoxigenacién
en presencia y ausencia de un inhibidor especifico de la activacion
por fosforilacion ERK1/2, el UO126, durante la reoxigenacion.

Los resultados se muestran en la figura 18 e indican que al
inhibir mediante este tratamiento la activacion de ERK1/2, la
traslocacion de PKCa quedaba inhibida en la mayoria de las

células.
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FIGURA 18. Inmunofluorescencia para PKCa en células HK-2 sometidas a
hipoxia/reoxigenacién, en presencia y ausencia de UO126, que demuestra la
implicacion de la activacion de ERK1/2 en la traslocaciéon de PKCa. Barra de

escala: 26,3 um.

Estos resultados muestran que la activacion y consiguiente
traslocacion de PKCa en células HK-2 sometidas a H/R esta
mediada por la activacién de ERK1/2 y muy probablemente por el

aumento en niveles intracitoplasmaticos de calcio.

5. EFECTOS DE LA ACTIVACION DE PKCa EN CELULAS HK-2

SOMETIDAS A HIPOXIA-REOXIGENACION.

5.1. CONTRACCION CELULAR

Observando las células por contraste de fase y tras realizar
inmunoflorescencias, comprobamos que las células HK-2 sometidas
a hipoxia/reoxigenacién mostraban, durante tiempos tempranos de
reoxigenacion, cambios llamativos en su morfologia en comparacion
con los controles, mas concretamente tenian un tamafo mas
reducido.

Para cuantificar este efecto realizamos una tincion con Faloidina-

Alexa 568, y utilizando un software que permite la cuantificacion de
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superficies celulares, apropiado para imagenes de microscopia
confocal (Leica lite), realizamos mediciones de superficie celular.

Ademas, para comprobar si este efecto estaba mediado por la
activaciéon de PKCa y de ERK1/2, realizamos sendos experimentos
de hipoxia/reoxigenacion en presencia y ausencia de inhibidores
especificos, para PKCa el G66976 y para ERK1/2 el UO126.

Los resultados de la cuantificacion de las superficies celulares se
muestran en la figura 19. Dicha cuantificacién confirmé que, a
tiempos tempranos de reoxigenacion, coincidiendo con la
traslocacion de PKCa, las células tienen menor superficie,
indicando contraccion celular. Esta contraccion celular se manifiesta
también en que las células tienen un aspecto mas redondeado, tal y
como se ha podido observar en las imagenes mostradas
previamente (figuras 17 y 18).

Al tratar las células con UO126 y G66976, este efecto de
contraccion celular se revierte. Es de destacar que el efecto de
reversidn es mas significativo cuando se us6 G66976, indicando que
PKCa es mediador directo de la contraccién celular. Este efecto
aparece cuantificado en la figura 19 y se muestra en las imagenes

de la figura 20.
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FIGURA 19. Medicion del volumen celular en células HK-2 sometidas a
hipoxia/reoxigenacién. Las barras azules muestras células sin tratamiento
sometidas a hipoxia/reoxigenacién. Las barras rojas muestran la medida del
volumen celular de las células HK-2 sometidas a H/R en presencia de G66976,
un inhibidor de PKCa. Las barras verdes muestran la medida del volumen
celular de las células HK-2 sometidas a H/R en presencia de UO126, un
inhibidor de ERK1/2. (*) p<0.05 respecto a 30 min, 1h y 2h sin inhibidores

30min 30min+U0126 1h+U0126
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FIGURA 20. Inmunofluorescencia para PKCa en células HK-2 sometidas a
hipoxia/reoxigenacién. En rojo, tincion con faloidina-alexa 568. Las células
tratadas con sendos inibidores, G66976 y UO126, conservan su tamafo y
morfologia celular en tiempos tempranos de reoxigenacion. Barras de escala:

tinciéon con faloidina-alexa 568: 50um; inmunofluorescencia: 26,3 um

5.2. INTEGRIDAD DE LA MONOCAPA EPITELIAL

Los estudios de inmunoflorescencia nos han permitido observar
también que durante la hipoxia-reoxigenacidon, la monocapa epitelial
pierde su continuidad, se abren huecos entre las ceélulas,
coincidiendo en el tiempo con la contraccion celular descrita
anteriormente.

Para cuantificar esta observacién sometimos las células HK-2 a
hipoxia-reoxigenacion y realizamos un experimento de
permeabilidad no selectiva con azul de tripano y colorimetria, tal y
como se detalla en Material y Métodos. Ademas, para determinar si
esta pérdida de integridad de monocapa epitelial va mediada por la
activacion de PKCa y ERK1/2, utilizamos de nuevo los inhibidores
G066976 (inhibidor de PKCa) y UO126 (inhibidor de ERK1/2),
durante la reoxigenacion.

Los resultados que se muestran en la figura 18 indicaban, que
coincidiendo con los primeros tiempos de reoxigenacion, cuando se
activa PKCa, aumenta la permeabilidad no selectiva de la monocapa

epitelial, viéndose restaurada a partir de las dos horas de
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reoxigenacion. La permeabilidad se reducia cuando las HK-2 habian
sido previamente tratadas con inhibidores de PKCa y ERK1/2,
siendo ligeramente mayor el efecto protector con el inhibidor de

PKCa.

0251 m HK-2 en HIR
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FIGURA 21. Estudio de la permeabilidad de monocapa para azul de tripano en
células HK-2 sometidas a hipoxia/reoxigenacion, mediante colorimetria. Las
barras azules muestran células sin tratamiento sometidas a
hipoxia/reoxigenaciéon. Las barras rojas muestran la permeabilidad de la
monocapa de las células HK-2 sometidas a H/R en presencia de Go06976,
inhibidor de PKCa. Las barras verdes muestran la permeabilidad de Ila
monocapa de las células HK-2 sometidas a H/R en presencia de UO126,
inhibidor de ERK1/2. (*) p<0.05 respecto a 30 min, 1h, 2h y 3h sin inhibidores
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5.3. DISRUPCION DE UNIONES INTRACELULARES

Como ya se comentd en la introduccién, la impermeabilidad del
epitelio viene asegurada por una correcta estructuracién y funcion
de las uniones intercelulares, mas concretamente de las uniones
estrechas, integradas entre otras proteinas por ZO-1.

Mediante inmunoflorescencia para ZO-1 pudimos comprobar que,
en células HK-2 sometidas a hipoxia-reoxigenacion, en tiempos
tempranos de reoxigenacién vy correlacionandose con la presencia
de PKCa en membrana, ZO-1 pierde su patron de distribucién
continua en la membrana plasmatica para reubicarse o localizarse
en el citoplasma. Estos resultados se muestran en la figura 22.

Al tratar las células con UO126 (inhibidor de ERK1/2) y G66976
(inhibidor de PKCa), el ZO-1 permanece en la membrana celular
durante la hipoxia y toda la reoxigenacion. Este efecto de reversion
de la redistribucion de ZO-1 en la membrana celular durante la
hipoxia y la reoxigenacion, es mas pronunciado con G66976 que
con UO126 (figura 22).

Este patron uniforme de localizacién de ZO-1 en membrana
plasmatica en presencia de ambos inhibidores se correlaciona con
la mayor integridad de monocapa epitelial cuantificada y descrita en

el apartado anterior.
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FIGURA 22. Inmunofluorescencia para PKCa (verde) y ZO-1 (rojo) en células
HK-2 tras hipoxia/reoxigenacién en presencia y ausencia de G66976. La
cromatina nuclear se visualizé mediante tincion con DAPI (azul). Barra de

escala: 26,3 um

Estos resultados indican que la activacion de PKCa esta
mediando cambios en morfologia celular en tiempos tempranos de
reoxigenacion y ademas mediando rotura de uniones intercelulares.
Ambos hechos se traducen en contraccién celular, pérdida de
adhesion intercelular y apertura de oquedades en la monocapa,
resultando en un aumento de la permeabilidad epitelial en células
HK-2 sometidas a hipoxia-reoxigenacién. Todos estos efectos

disminuyen significativamente cuando las células son tratadas con
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inhibidores de ERK1/2, y de forma mucho mas drastica cuando son
tratadas con G66976, confirmando que ERK1/2, esta por encima de
PKCa en la cascada de senalizacion y que PKCa es la molécula que

regula mas directamente todas estas alteraciones.

6. EXPRESION Y LOCALIZACION DE PKCa EN BIOPSIAS CON

NECROSIS TUBULAR AGUDA DE ETIOLOGIA ISQUEMICA.

Mediante inmunohistoquimica determinamos Ila expresion vy
localizacién de PKCa en tejido renal humano obtenido por biopsia y
nefrectomia, con dafo en el epitelio tubular proximal (Necrosis
tubular aguda, NTA) atribuible a causa isquémica.

Se realizaron las inmunohistoquimicas en un total de 17
muestras y en todos ellos se correlacionaban de forma directa
cambios en la distribucion de PKCa con las alteraciones
morfoloégicas observadas en las células epiteliales de tubulo
proximal renal humano.

Como puede observarse en la figura 23, aquellas células
epiteliales que conservan mejor su morfologia muestran
inmunorreactividad positiva para PKCa de forma difusa en su
citoplasma, mientras que aquellas que protuyen hacia la luz y
comienzan a separase de sus vecinas y a modificar su morfologia,

redondeandose, muestran una inmunorreactividad positiva para
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PKCa mas llamativa en la membrana citoplasmatica. Estos patrones
de distribucién se observan en distintas zonas de la misma muestra
e incluso en el mismo tubulo de forma no uniforme en toda la
seccion del tejido, dejando constancia de que no toda la extension
del tubulo proximal se dafa por igual, como ya se comentd en la

introduccion.

FIGURA 23. Inmunohistoquimica de PKCa en biopsias de rindn humano tras

haber sufrido un periodo de isquemia por distintas causas con afectacion
morfoldégica del epitelio tubular. En los tubulos conservados se observa una
distribucién homogénea citosélica de PKCa (*), y en las células mas danadas

se observa un “refuerzo de membrana” (flecha). (Magnificaciéon x400).

7. EXPRESION Y LOCALIZACION DE PROTEINAS DE UNIONES
INTERCELULARES EN BIOPSIAS CON NECROSIS TUBULAR

AGUDA DE ETIOLOGIA ISQUEMICA.

Dadas las alteraciones relacionadas con PKCa que habiamos

observado en el modelo in vitro y que se han detallado en apartados

anteriores, quisimos confirmar si similares modificaciones en
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proteinas relacionadas con la adhesion célula a célula también se
observaban en tejido renal humano con NTA de etiologia isquémica.

Mediante inmunohistoquimica, y utilizando el material de rifiones
(ver Material y métodos) que habian sufrido isquemia como se ha
explicado en el apartado anterior, determinamos modificaciones en
proteinas de unidén intercelular como E-cadherina, B-catenina y ZO-
1.

Como muestra la figura 24, los tubulos proximales que presentan
morfologia conservada muestran un patrén de tincién organizado
delimitando la membrana plasmatica para E-cadherina y B-catenina,
y un patrén lineal en la porcién apical de la membrana formando
como un refuerzo a modo de botdén en los laterales para ZO-1,
coincidiendo con la localizacion de esta proteina en las uniones
estrechas. Y en aquellas células epiteliales que muestran cambios
morfoldogios como expresion del dafio isquémico, asi como en los
tubulos en cuya luz se observan células desprendidas, estos
patrones estan alterados o incluso dichos tubulos muestran

inmunorreactividad negativa.
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E-cadherina B-catenina Z0-1

FIGURA 24. Inmunohistoquimica de distintas moléculas de uniones
intercelulares en biopsias de rindbn humano tras situaciones de isquemia de
distinta etiologia. Los tubulos conservados muestran expresiéon de E-cadherina
(*) en membrana mientras que en aquellos con dafio epitelial esta distribucion
se ha perdido (Flecha). Beta-catenina en los tubulos dafados se internaliza al
citoplasma (flecha). ZO-1 en los tubulos conservados muestra un patrén de
inmunotincién “lineal y uniforme” en la parte apical de la membrana celular (*),
mientras que en los tubulos dafiados se desorganiza, se acumula en la porcidon

apical del citoplasma o incluso desaparece (flecha). (Magnificacion x400).

8. ACTIVACION Y LOCALIZACION DE PKC7 EN CELULAS HK-2

SOMETIDAS A HIPOXIA-REOXIGENACION.

8.1 TRASLOCACION A MEMBRANA ESTIMADA POR

INMUNOFLUORESCENCIA

Mediante inmunofluorescencia, determinamos que, en células
HK-2 sometidas a H/R, PKC({ se trasloca a membrana celular en
tiempos tempranos de reoxigenacion, entre 1 y 3 horas de
reoxigenacion, volviendo a localizarse después en el citoplasma.

Esta traslocacion, que como en el caso de PKCa puede
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considerarse como medida indirecta de activacion de PKC(, es algo
mas tardia en el tiempo que la registrada para PKCa, comentada
anteriormente. Estos resultados se muestran en la figura 25.

Al igual que en el caso de la traslocacion de PKCa, Ila
traslocacion de PKC(C se manifiesta en inmunofluorescencia como
una sefal intensa que dibuja la membrana y rodea la zona
perinuclear, quedando el citoplasma sin apenas sefal.

También por |IF comprobamos que el ppseudosustrato
miristoilado inhibidor especifico de PKC{ es capaz de revertir
significativamente la traslocacion de PKC{ a la membrana

plasmatica.

cctHinh PKCE Th+inh PKC{ Zh+inh PKC{ 3h+inh PKC{

FIGURA 25. Inmunofluorescencia para PKC{ en células HK-2 sometidas a

hipoxia/reoxigenacidén, en presencia y ausencia de inhibidor de PKC{. Barra de

escala: 23,81um.
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8.2 LOCALIZACION SUBCELULAR DE PKC{ EN HK-2 DURANTE
HIPOXIA-REOXIGENACION.

Para cuantificar la traslocacion transitoria de PKC{ en células
HK-2 sometidas a H/R realizamos fraccionamiento subcelular por
lisis y ultracentrifugacion e inmunoblot de ambas fracciones soluble
(citosdlica) e insoluble o particulada (membrana). En un
experimento paralelo, células HK-2 fueron sometidas a
hipoxia/reoxigenacién y tratadas durante la reoxigenacion con el
péptido ppseudosustrato miristoilado inhibidor especifico de PKCC.

Los resultados que se muestran en la figura 26 confirman que
coincidiendo con los tiempos de reoxigenacion en que
observabamos traslocacion de PKC({ a la membrana plasmatica, la
cantidad de esta isoforma disminuye en la fraccién soluble para
aumentar en la fraccién insoluble o particulada. Estas alteraciones
no eran observables en el fraccionamiento realizado con las células

HK-2 tratadas con el inhibidor de PKCC.
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Figura 26. Inmunoblot de fraccionamiento subcelular. EN la columna de figuras
de la izquierda podemos observar como a tiempos tempranos de reoxigenacion
disminuye la expresiéon de PKC(C (FC) que coincide con un aumento de
expresion en la fraccion particulada de esta isoforma de PKC (FP). En la
columna de la derecha podemos ver como la expresion de PKCC en la FC no se
modifica durante la reoxigenacién cuando las células HK-2 son tratadas

durante la misma con el inhibidor de esta isoforma atipica de PKC.

Los resultados obtenidos tanto por inmunofluorescencia como
fraccionamiento subcelular e inmunoblot, demuestran que en células
HK-2 sometidas a H/R, PKC({ se activa y trasloca a la fraccion

particulada entre 1 y 3 horas de reoxigenacion.

9. FACTORES RESPONSABLES DE LA ACTIVACION DE PKCZ EN

CELULAS HK-2 DURANTE HIPOXIA-REOXIGENACION.

9.1 PRODUCCION DE RADICALES LIBRES DE OXIGENO EN

CELULAS HK-2 DURANTE HIPOXIA-REOXIGENACION.

Dado que los mecanismos de activacién de PKC{ no estan tan
estudiados como los de las isoformas clasicas, y en base a la
literatura, nos planteamos si la traslocacién de PKC{ podria estar
mediada, al menos en parte, por la produccion de radicales libres

de oxigeno.
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Mediante citometria de flujo utilizando la sonda fluorescente
H,DCFDA que mide radicales libres de oxigeno, concretamente
peréxidos, determinamos que durante la hipoxia y tiempos muy
tempranos de reoxigenacion (30 minutos), se produce un aumento
de H;0, que se normaliza alcanzando niveles similares a los
controles a partir de una hora de reoxigenacién. Estos resultados se

muestran en la figura 27.
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FIGURA 27. Citometria de flujo en células HK-2 sometidas a H/R con sonda
fluorescente H,DCFDA para medicion de radicales libres de oxigeno (ROS). Se
observa un aumento de ROS (curva desplazada a la dcha) durante la hipoxia y
tiempos muy tempranos de reoxigenacién, habiéndose balanceado a 30 minutos

de reoxigenacion. Como control positivo se utilizé un tratamiento 1mM de H,O0,.
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Mediante inmunofluorescencia para PKC({, que se muestra en la
figura 28, comprobamos que esta produccién de estrés oxidativo se
correlaciona en el tiempo con la activacion y traslocacion de PKC( a
la membrana plasmatica en células HK-2 sometidas a hipoxia-
reoxigenacion.

Por otro lado, un tratamiento pro-oxidante como la adicién de
1mM de H,0, al medio de cultivo, induce una clara traslocacion de
PKCC a la membrana, sugiriendo que en células HK-2 la generacion
de especies reactivas de oxigeno es un estimulo activador de PKCC.
Estos resultados sugieren que el estrés oxidativo puede estar

mediando la traslocacion de PKCC en nuestro modelo.

FIGURA 28. Inmunofluorescencia de PKCC con traslocacion maxima a 1 hora de
reoxigenacion y tras tratamiento pro-oxidante en células HK-2. Barra de escala:
23.81um.
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9.2 EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES EN LA ACTIVACION DE

PKCCZ.

Para demostrar que la traslocacion de PKC( estaba mediada por
la generacién de radicales libres de oxigeno en células HK-2
sometidas a hipoxia-reoxigenacion, afadimos al medio de cultivo un
antioxidante durante la hipoxia, concretamente BHA, que era el
antioxidante que mostraba menor toxicidad en nuestra linea celular.

Mediante inmunofluorescencia determinamos que durante la
reoxigenacion, desde los 30 minutos a las 3 horas, en las células
HK-2 sometidas a hipoxia-reoxigenacion se produce traslocacion de
PKCC a la membrana plasmatica. La adicion de BHA al medio de
cultivo durante la hipoxia, inhibe significativamente esta

traslocacion de PKCC. Estos resultados se muestran en la figura 29.
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cct+BHA 1h+BHA

FIGURA 29. Inmunofluorecencia para PKC{ en HK-2 sometidas a
hipoxia/reoxigenacién en presencia y ausencia de BHA 100uM. Barra de

escala: 23,81um.

Estos resultados demuestran que en células HK-2 sometidas a
hipoxia-reoxigenacion se produce una activacion y traslocacion de
PKCC a membrana celular durante reoxigenacién, que al menos en
parte, viene mediada por la generacion de estrés oxidativo durante

la hipoxia.

95



10. EFECTOS DE LA ACTIVACION DE PKCZ EN CELULAS HK-2

SOMETIDAS A HIPOXIA-REOXIGENACION.

10.1 CONTRACCION CELULAR.

Como se comentd en el apartado 5.1, mediante la observacién de
células HK-2 sometidas a hipoxia-reoxigenacion por contraste de
fase y por inmunofluorescencia pudimos comprobar que las células
sufrian alteraciones morfolégicas en términos de contracciéon vy
redondeamiento.

Realizamos una inmunofluorescencia para PKCC y tincion para
F-actina (con Faloidina-Alexa 568) que nos permitié determinar la
traslocacion de PKC y realizar a la vez mediciones de la superficie
celular. Estas inmunofluorescencias y tinciones se realizaron en
presencia y ausencia del inhibidor de PKCC.

Los resultados que se muestran en la figura 30 A y 30 B
demuestran que en presencia del inhibidor de PKCC, se inhibe la
traslocacion a membrana de esta isoforma, pero no se revierte la
disminucioén de la superficie celular (figura 30A) ni la adquisicion de
un aspecto redondeado (figura 30B).

Estos resultados nos indican que, a diferencia de PKCa, PKC{ no

parece estar mediando de forma directa las alteraciones
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morfolégicas y de tamano que se observan en células HK-2

sometidas a hipoxia-reoxigenacion.
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FIGURA 30. A. Medicién de la superficie celular mediante software especifico
en células HK-2 sometidas a hipoxia/reoxigenacién. En barras azules se
representa la superficie celular de las células sometidas a
hipoxia/reoxigenacion. En rojo, superficie de células bajo iguales condiciones
de cultivo, pero habiendo sido tratadas con el inhibidor especifico de PKCC. B.
Inmunofluorescencia para PKCC (verde) en células HK-2 tras
hipoxia/reoxigenacién; tincion de F-actina (rojo) con Faloidina-Alexa 568. Barra

de escala: 20um.

10.2 INTEGRIDAD DE LA MONOCAPA EPITELIAL

Al igual que determinamos el papel de PKCa en las alteraciones
que sufre la monocapa epitelial en células HK-2 sometidas a

hipoxia-reoxigenacion, mediante similares ensayos de
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permeabilidad no selectiva, hemos estudiado el papel de PKCC en
dichas alteraciones utilizando su inhibidor especifico
(pseudosustrato miristoilado).

Los resultados, que se muestran en la figura 31, indican que la
presencia del inhibidor de PKC{ en reoxigenacion no restaura la
pérdida de integridad de la monocapa epitelial. Este resultado
sugeriria que la pérdida de integridad de monocapa en células HK-2
sometidas a hipoxia-reoxigenacion esta mediada directamente por

la activacion de PKCa pero no de PKCC.
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FIGURA 31. .Estudio de la permeabilidad no selectiva de monocapa de células
HK-2 sometidas a hipoxia/reoxigenacién, mediante colorimetria con azul de
tripano. Las barras azules muestran la permeabilidad de células sometidas a
hipoxia/reoxigenacién y en barras rojas se muestra la permeabilidad de la
monocapa de células HK-2 tras hipoxia/reoxigenacion en presencia del
inhibidor especifico de PKCC.
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10.3 COLAPSAMIENTO DE CITOESQUELETO

A pesar de que los resultados mostrados hasta ahora no
implicaban directamente a PKCC en la contraccion celular o en la
pérdida de la integridad de la monocapa, datos de la bibliografia
relacionaban esta isoforma de PKC con alteraciones en el
citoesqueleto celular, que es responsable del mantenimiento de la
estructura 'y morfologia celulares. Por ello realizamos
inmunofluorescencias de vimentina y tubulina, como componentes
de microtubulos y filamentos intermedios, combinadas con tinciones
de PKCC en células HK-2 sometidas a hipoxia/reoxigenacion, y en
presencia o no del inhibidor especifico de PKC{ y antioxidantes,
aplicados durante reoxigenacion e hipoxia respectivamente.

Los resultados que se muestran en la figura 32 demuestran que
cuando PKC( se activa y se trasloca a membrana celular durante la
reoxigenacion, se produce una desorganizacion de la estructura de
microtubulos (tubulina) y filamentos intermedios (vimentina). Ambos
componentes de citoesqueleto se colapsan dejando de conformar
tramas o redes en el citoplasma.

En el caso de la tubulina, este efecto se ve inhibido
significativamente tanto por el uso del inhibidor de PKC{ como por

el tratamiento antioxidante con BHA. En el caso de los filamentos
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intermedios de vimentina, el colapsamiento es inhibido mas
drasticamente por el inhibidor de PKC que por el BHA.

Estos resultados indican que PKC(, activada por la generacion
de radicales libres de oxigeno durante la hipoxia, es responsable
del colapsamiento de microtubulos de tubulina y de filamentos de

vimentina.
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FIGURA 32. Inmunofluorescencia en HK-2 tras hipoxia/reoxigenacién en
presencia y ausencia del inhibidor especifico de PKC{ y antioxidantes. PKC(

en verde y tubulina y vimentina en rojo. Barras de escala: 23,81um.

Estos resultados en conjunto indican que en reoxigenacion se
produce una traslocacion de PKC{ a la membrana plasmatica,
mediada en gran medida por la generacion de ROS durante la
hipoxia. Y si bien la activacion de PKCC{ no estaria directamente
relacionada con contraccién celular y pérdida de impermeabilidad
epitelial, si que PKC( estaria regulando de forma directa
modificaciones importantes en la organizacién de componentes del
citoesqueleto, a saber microtubulos y filamentos intermedios, tal y
como se ha demostrado con el inhibidor especifico de esta isoforma
atipica de PKC. Asi mismo, la activacién de PKCC se relaciona en el
tiempo con la rotura de uniones intercelulares y aumento de la
permeabilidad de la monocapa epitelial. Asi, ésta isoforma puede
contribuir al aumento de permeabilidad epitelial mediando
contracciéon celular y desorganizacién del citoesqueleto generando

una traccion mecanica que altera el contacto célula-célula.

11. EXPRESION Y LOCALIZACION DE PKCZ EN BIOPSIAS CON

NECROSIS TUBULAR AGUDA DE ETIOLOGIA ISQUEMICA.

Al igual que para PKCa, realizamos inmunohistoquimicas en un

total de 17 especimenes y en todos ellos era posible correlacionar
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las alteraciones en la distribucién de PKC{ con las alteraciones
morfolégicas observadas en las células epiteliales de tubulo
proximal renal humano en situaciones de deprivacion de oxigeno y
nutrientes.

Como puede observarse en la figura 33, aquellas células
epiteliales que conservan mejor su morfologia muestran
inmunorreactividad positiva para PKC{ de forma difusa en su
citoplasma, mientras que aquellas que protruyen hacia la luz y
comienzan a separase de sus vecinas y a modificar su morfologia
(se redondean), muestran una inmunorreactividad positiva para
PKCC en la membrana plasmatica. De nuevo, ambas distribuciones
de PKCC pueden observarse en una misma seccion del tubulo y en

el mismo tubulo por el caracter focal de esta lesiéon ya comentado.

FIGURA 33. Inmunohistoquimica de PKC{ en biopsias de riiédn humano tras

haber sufrido un periodo de isquemia con afectacion morfoldgica del epitelio
tubular. En las células no dafiadas se observa una distribucion homogénea
citosolica PKCC (*), y en las células mas dafiadas se observa un “refuerzo de
membrana” (flecha). (Magnificacién x400).
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12. DISTRIBUCION DE F-ACTINA EN BIOPSIAS RENALES

HUMANAS CON DANO ISQUEMICO.

Como se comentd en la introduccién, la actina es el componente
mayoritario del citoesqueleto y el componente fundamental de las
microvellosidades de las células epiteliales tubulares. Para
conformar un citoesqueleto que sustente la célula y funcione
correctamente debe estar polimerizada y formar filamentos.

Para determinar si las alteraciones morfolégicas observadas en
muestras con NTA estan asociadas a alteraciones en la
polimerizacién y estructuracién de actina, realizamos una tincidn
con Faloidina-Alexa 568, que reconoce solamente actina
polimerizada, en muestras de biopsias humanas procesadas por
congelacion.

Como se observa en la figura 34, en regiones de tejido en las
que no se observa NTA la tincién con Faloidina-Alexa 568 muestra
intensa fluorescencia en la porcion basal del epitelio tubular y en
sus regiones apicales, pudiendo incluso observarse en detalle los
filamentos de actina perfectamente ordenados, indicando que la
actina esta correctamente polimerizada; ademas, se pueden
observar los tubulos bien redondeados u ovalados, perfectamente
delimitados, y con wun ribete en cepillo continuo; entre Ila

delimitacion de la parte basal y las microvellosidades, se observa a
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lo largo de toda la luz tubular, una distancia uniforme que equivale
a una uniformidad en el tamafio y morfologia de las células
epiteliales que revisten el tubulo. La tincion de nucleos con DAPI
(azul) se utilizé6 para visualizar las células que componen los
tubulos.

Por el contrario, en el tejido renal que muestra dafo tubular la
tincion con Faloidina-Alexa 568 delimita la basal de cada tubulo
renal pero no se identifican vellosidades en la regién interna de los
mismos, los tubulos presentan un aspecto mas redondeado vy
ligeramente festoneado; ademas, la actina pierde su disposicion en
filamentos y se agrupa formando acumulos con aspecto de
colapsamiento y no filamentos ordenados, como ocurria en el tejido
renal no afectado. Ademas, es importante notar que la intensidad de
fluorescencia es menor en las secciones de tejido dafiado debido a
que la Faloidina-Alexa 568 sodlo tifie actina polimerizada, no actina
total y no identifica la actina que no se encuentra en esta forma

(actina monomérica o G-actina)
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No signos de NTA Signos de NTA

F-actina

DAPI

Figura 34. Tincién con Faloidina-Alexa 568 de biopsias renales humanas. A la
izquierda podemos observar una buena delimitacién tubular y unas
microvellosidades uniformes y continuas por una polimerizacién correcta de
actina y su disposicion en filamentos, en zonas de tejido renal que no muestran
NTA. En la columna central incluso podemos observar en detalle la morfologia
ordenada y en aguja de los filamentos de actina polimerizada. A la derecha, en
otra area de la misma seccion de tejido pero que muestra signos de NTA,
podemos observar un patrén flourescencia muy diferente, con pérdida de
microvellosidades y disposicién de la actina colapsada en acumulos.

(Magnificacién x400).
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DISCUSION
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El rindn es un 6rgano complejo de importancia vital. La principal
funcion renal es la de filtracion del torrente sanguineo, para lo cual
es requerida una adecuada vascularizacion. Cuando existe alguna
alteracion que disminuya el aporte sanguineo al rindn, se produce
un descenso brusco e importante en la filtracion glomerular que
tiene como traduccién clinica una situacién conocida como fracaso

renal agudo (FRA) [6].

ElI FRA afecta a wun elevado porcentaje de pacientes
hospitalizados y muestra una elevada mortalidad principalmente
entre los pacientes ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos.
Ademas, la supervivencia y recuperacion de estos pacientes
conlleva un alto costo a los sistemas sanitarios. En los ultimos
cincuenta anos, las caracteristicas y perfiles de los pacientes que
sufren FRA han cambiado mucho. Sin embargo, muy poco se ha
avanzado para incrementar la supervivencia de los mismos o en
terapias efectivas para su recuperacion [48].

Este deterioro de la funcion renal viene mediado por cambios en
el metabolismo, la morfologia y la funcionalidad de las células que
recubren los tubulos proximales, originados por la disminucion del
aporte de oxigeno y de nutrientes. Esta alteracion en el aporte de

nutrientes y oxigeno puede derivarse de situaciones de isquemia u
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otras etiologias que resulten en wuna disminucion del aporte

sanguineo.

Entre los cambios metabdlicos producidos destacan las
alteraciones en los niveles de ATP, la generacion de ROS y los
cambios en los niveles de calcio intracitoplasmaticos. Los cambios
morfolégicos incluyen la pérdida de la polaridad celular y de las
microvellosidades apicales, modificaciones en uniones
intercelulares y a membrana basal y redistribucién de los
componentes del citoesqueleto. Las alteraciones en la funcionalidad
incluyen pérdida de la impermeabilidad del epitelio y pérdida de la
regulacion del trafico de sustancias. Todos estos cambios se
observan en mayor o menor extensién en funciéon de la severidad y

duracion de la isquemia [49].

Muchos han sido los estudios realizados en animales en torno a
las consecuencias de la isquemia/reperfusion renal [4], utilizando
modelos in vivo de I/R en rata y raton similares al disponible en
nuestro laboratorio [22].

En estos modelos se han descrito por primera vez la mayoria de
las alteraciones morfolégicas y funcionales anteriormente
mencionadas. Sin embargo, a la hora de realizar estudios a nivel

celular y molecular estos modelos presentan limitaciones. Por ello,
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para una mejor comprension de los mecanismos intracelulares que
median el dafo renal durante la isquemia/reperfusion, en nuestro
laboratorio hemos establecido y caracterizado un modelo in vitro de
hipoxia/reoxigenacién, que reproduce lo mas fielmente posible tanto
los estimulos como los efectos observados durante |la

isquemial/reperfusion subletal in vivo [23].

Mediante este modelo hemos identificado algunas de las rutas de
sefalizacién intracelulares iniciadas por falta de oxigeno vy
nutrientes y responsables de los efectos observados. Entre estas
rutas se encuentra la integrada y regulada por isoformas de la
familia Protein Quinasa C (PKC), objeto de estudio de esta tesis

[33].

Asi, en este trabajo hemos estudiado el papel de dos isoformas
de la familia PKC en el dafo tubular causado por
hipoxia/reoxigenacion en células HK-2, la isoforma clasica PKCa y

la isoforma atipica PKCC.

Wetsel y col. 1992, demostraron que miembros de la familia de
PKC estan expresados en todos los organos y tejidos del
organismo, si bien no todas las isoformas estan presentes en todos

los tejidos. Asi mismo, los efectos de las distintas isoformas de PKC
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varian para una misma isoforma en diferentes tipos celulares y/o
bajo diferentes estimulos [50]. De hecho, estudios recientes
demuestran el papel dual de la familia de PKC en el ridn bajo
condiciones de isquemia/reperfusion: algunas isoformas median
dafo mientras otras mediarian proteccién y/o recuperacion [51].
Nosotros determinamos mediante inmunoblot cuales de |las
isoformas de PKC se expresaban en nuestra linea de células
epiteliales tubulares HK-2. EI resultado mostré6 que las tres
subfamilias de PKC estaban expresadas en nuestra linea celular, si
bien la expresiéon mayoritaria correspondia a PKCa y PKCZ, y la
expresion de ambas isoformas no se alteraba bajo condiciones de
H/R. Por el contrario, Wang y col., describieron en células
endoteliales (MLEC) que tras la hipoxia/reoxigenacion se producia
una induccion de PKC y mas concretamente de las isoformas PKCa
y PKCC, durante la reoxigenacion [52]. Padanilam y col. 2001,
comprobaron en rifiones de rata, mediante inmunohistoquimica, que
la distribucion subcelular de estas dos isoformas de PKC se
modificaba bajo condiciones de isquemial/reperfusion. Asi, todos
estos resultados ponen de manifiesto una vez mas que la actividad,
localizacién y muy probablemente funciéon de distintas isoformas de

PKC es dependiente del tipo celular estudiado.
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REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE PKCa Y SUS EFECTOS EN

CELULAS HK-2 SOMETIDAS A HIPOXIA/REOXIGENACION

Una vez demostrado que las células HK-2 sometidas a
hipoxia/reoxigenacion expresaban de forma notable PKCa
estudiamos, mediante inmunofluorescencia y fraccionamiento
subcelular, si la hipoxia/reoxigenacion producia modificaciones en

la distribuciéon subcelular de esta isoforma clasica de PKC.

Nuestros resultados indicaban una clara traslocacion de PKCa
del citoplasma a la membrana plasmatica en tiempos tempranos de
reoxigenacion, entre 30 minutos y 2 horas de reoxigenacién. Como
era esperable, esta traslocaciéon no sucedia cuando se trataban las
células durante la reoxigenacién con un inhibidor especifico para
isoformas clasicas de PKC, con especial afinidad para PKCa, el
G66976. Este inhibidor ha sido ampliamente utilizado en distintos
tipos de células, de origen epitelial y no epitelial: caco 2,
fibroblastos, Sf9, etc., demostrando siempre su efectividad para
inhibir PKCa [53 y 54]. En presencia de G66976, PKCa permanece

en el citoplasma durante toda la reoxigenacion.

En consonancia con estos resultados, Padanilam y col. 2001,

demostraron mediante inmunoblot e inmunohistoquimica, utilizando
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un modelo in vivo de |I/R en ratas Sprague Dawley similar al modelo
in vivo utilizado en nuestro laboratorio pero con un tiempo de
isquemia de 60 minutos, que el rinén sometido a
isquemial/reperfusion muestra expresion de PKCa en las células
epiteliales de sus tubulos proximales, y que esta isoforma modifica
su patrén inmunohistoquimico, segun el tiempo y severidad del dafio
isquémico. Asi, demostraron que PKCa se expresa en membrana
plasmatica desde 30 minutos de isquemia y hasta un dia post-
isquemia, manteniendo esta localizacion en las células menos
dafiadas y traslocandose al nucleo al cabo de siete dias en las
células dafadas. La mayor duracion de la traslocacion de PKCa a
membrana en el tiempo, respecto a nuestros resultados, puede
deberse a la estimacién en lisado total de rindbn y a una severidad
mayor del dafo tubular, por un tiempo de isquemia mas prolongado

(60 min. frente a 45 min.).

Como ya se ha mencionado, PKCa es una isoforma de PKC
perteneciente a la subfamilia de PKC clasicas. Esta subfamilia de
PKC fue la primera descrita y la mas extensamente estudiada. El
mecanismo de activacién y regulacion de las isoformas clasicas de
PKC definié durante mucho tiempo el mecanismo regulatorio de toda
la familia PKC, y ha sido modificado recientemente al determinarse

el mecanismo de regulacion de isoformas noveles y atipicas.
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Es bastante conocido el papel del calcio en la regulacién de la
activacion y traslocacién de las isoformas clasicas de PKC (Para
revision véase Kazanietz y col.1999 [32]). Por otro lado se ha
descrito que durante la isquemia/reperfusién, en diversos tejidos, se
producen alteraciones en los niveles de calcio intracelular, entre
otros motivos, como mecanismo regulador de la acidificacion del pH
intracelular consecuente a isquemia/reperfusién [27, 29, 55, 56 y

57].

Asi, nosotros sometimos nuestras células HK-2 a H/R y medimos
por citometria de flujo los niveles intracitoplasmaticos de calcio en
hipoxia y a distintos tiempos de reoxigenacién. El resultado
demostré que durante la hipoxia se incrementaban los niveles de
calcio intracelular, incremento que se mantenia a los 30 minutos de
reoxigenacion y comenzaba a retornar a niveles basales a 1 hora de
reoxigenacion, habiéndolos alcanzado a las 2 horas de
reoxigenacion. En base a este resultado y al papel demostrado del
calcio en la regulacion de las isoformas clasicas de PKC, sugerimos
que el aumento de calcio intracelular en células HK-2 durante la
hipoxia y a tiempos tempranos de reoxigenacion, es responsable de
la activacién y traslocacion de PKCa a membrana en células HK-2

sometidas a H/R.
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Experimentos con quelantes de calcio (EDTA y EGTA) que
demostraran la correlacién entre el aumento de calcio intracelular y
la traslocacién de PKCa en células HK-2 sometidas a H/R no
pudieron realizarse por la citotoxicidad que exhibian estos

compuestos.

Por otro lado observamos que, a tiempos tempranos de
reoxigenacion en los que PKCa se traslocaba, se producia una
activacion por fosforilacion de ERK1/2, una proteina de la familia de
las MAPK, activacion que estimamos mediante inmunoblot con
anticuerpo especifico anti forma fosforilada (pERK1/2). Muchos
autores han relacionado ERK con PKCa en las rutas de sefalizacion
intracelular, considerando a ERK1/2 un efector de PKCa [58]. Para
elucidar si ERK y PKC estaban relacionadas en nuestro sistema y
de qué modo lo hacian, determinamos mediante
inmunofluorescencia la traslocacion de PKCa en las células HK-2
tras hipoxia/reoxigenacion después de haber sido tratadas durante
la reoxigenacion con UO126, inhibidor especifico de ERK1/2. EI
resultado indic6 que en cultivos que habian sido tratados con
UO126 se producia una inhibicién de la traslocacién de PKCa a
membrana en la mayoria de las células. Estos resultados sugieren
que ERK no seria efector de PKCa como se habia propuesto en la

literatura y si seria otro factor regulador de la traslocacién de PKCa
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en células HK-2 durante hipoxia/reoxigenacion, entre otros,
situandose por encima de esta isoforma de PKC en la cascada de
sefalizacion. De hecho, estudios preliminares de nuestro
laboratorio no mostrados en este trabajo indican que el tratamiento
de células HK-2 sometidas a H/R con G066976 no modifica la
activacion transitoria de ERK1/2 observada en nuestro sistema
mediante inmunoblot, confirmando que en nuestro caso ERK1/2 no

es efector sino regulador de PKCa.

Avila-Flores y col 2001, utilizando células epiteliales caninas
MDCK y mediante técnicas de inmunoblot y PCR, demostraron que
isoformas de la subfamilia clasica de PKC se relacionan con
alteraciones en uniones intercelulares y ademas pueden inducir
directamente modificaciones postraduccionales por fosforilacion en
proteinas de union a citoesqueleto celular como la a-actinina e
influir asi en la contractilidad de los microfilamentos de actina. En
base a estas observaciones y dado que en nuestro sistema de
células HK-2 sometidas a H/R se producian alteraciones en la
morfologia celular, decidimos determinar si en nuestro caso PKCa
estaba regulando estos cambios morfoldgicos, estrechamente ligada
a rotura de uniones intercelulares y pérdida de impermeabilidad

epitelial.

115



Mediante tincién con Faloidina-Alexa 568, realizamos mediciones
de la superficie celular en células HK-2 tras hipoxia y a distintos
tiempos de reoxigenacion. Nuestros resultados indicaban que desde
la hipoxia, las células comienzan a disminuir su superficie celular,
alcanzando un maximo de contraccion a 30 minutos de
reoxigenacion y empezando a recuperar su tamafo original a partir
de 1 hora de reoxigenacién alcanzandolo de nuevo a las 3 horas de
reoxigenacion. Es importante destacar que los tiempos de
contraccién celular coinciden con el periodo en que PKCa se
encuentra traslocada a la membrana celular. Para confirmar que
este efecto se debia a la activacion de PKCa y la mediacion de ERK
en esta activacion, realizamos el mismo proceso tras haber tratado
las células HK-2 con sus respectivos inhibidores, G66976 y UO126.
El resultado demostré la eficacia de ambos inhibidores, con mayor
eficiencia del G66976, impidiendo la contraccion celular durante la
H/R. De nuevo este resultado confirma que si bien ERK contribuye a
la activacion de PKCa, no es el unico factor implicado en su

regulacion.

Se ha estudiado extensamente el papel de PKC en relacion a las
uniones intercelulares, habiéndose encontrado resultados
paraddjicos que describen la activacién simultanea de varias

isoformas de PKC con efectos opuestos en el ensamblaje y la
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funcién de las uniones estrechas [59]. En la mayoria de los casos
revisados de la literatura, la activacion de PKCa se relaciona con
rotura de uniones intercelulares, lo que conlleva un aumento de
permeabilidad epitelial [60].

Para determinar si en nuestro sistema in vitro se alteraba la
funcion de impermeabilidad epitelial realizamos un estudio de la
permeabilidad no selectiva de la monocapa epitelial de las células
HK-2 tras H/R, por colorimetria, en presencia y ausencia de G66976
y UO126. EIl resultado demostré6 que la permeabilidad epitelial
aumentaba desde los 30 minutos de reoxigenacién alcanzando un
maximo a las 2 horas. El aumento transitorio de permeabilidad es
revertido parcialmente en presencia del inhibidor de ERK, y mas
significativamente en presencia del inhibidor especifico de
isoformas clasicas de PKC, demostrando que PKCa esta mediando
directamente, entre otros factores, la pérdida de integridad del

epitelio tubular tras el estimulo isquémico.

Muchos autores han estudiado el papel de PKCa en el
desensamblaje de TJ y algunos han propuesto a integrantes
especificos de éstas como por ejemplo ZO-1, como dianas
especificas de fosforilacion para PKCa [59, 61 y 62]. Basandonos
en nuestro resultado de permeabilidad epitelial y apoyados en la

literatura, nos propusimos demostrar si la rotura de TJ en células
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HK-2 sometidas a H/R, implicaba alteraciones en Z0O-1 mediadas
por PKCa. Para ello realizamos un estudio mediante
inmunofluorescencia para PKCa y ZO-1 en células HK-2 tras
hipoxia/reoxigenacién, de nuevo en presencia y ausencia de
Go66976. Demostramos que durante la reoxigenacion y coincidiendo
con la traslocacion de PKCa a membrana, se producia una
discontinuidad en el patron de tincién de ZO-1 que demostraba una
rotura de uniones intercelulares y redistribucion de esta proteina.
Este efecto era revertido cuando las células eran tratadas con el
inhibidor de las isoformas clasicas de PKC. Estos resultados, en
consonancia con lo ya publicado, demuestran que la activacion de
PKCa esta regulando la localizacion de ZO-1 en membrana y por
tanto el ensamblaje de TJ, contribuyendo finalmente a la disrupcién

transitoria de uniones intercelulares descrito en este trabajo.

La rotura de uniones intercelulares contribuye de forma decisiva
en el dafo producido por la I/R renal en la célula epitelial tubular.
Es una de las primeras observaciones morfolégicas in vivo, junto al
aplanamiento celular y la dilatacion de la luz tubular. Estos cambios
generalmente se van a asociar a rotura de la membrana basal y
desprendimiento de las células a la luz tubular en la etapa final. La
rotura de las uniones intercelulares supone la pérdida de una de las

principales funciones del epitelio tubular, la funcion de
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impermeabilizacién. El efecto mas inmediato de ello es la aparicion
de un discreto edema en el parénquima renal y la permeacion a éste
de productos toxicos desde la luz tubular. Ambos hechos van a
contribuir a la atraccion de celularidad inflamatoria y a aumentar el
dafio renal. Ademas, los cambios en uniones intercelulares va a
tener como consecuencia alteraciones a nivel de la comunicacién
intercelular y del transporte y reabsorcién de nutrientes vitales para

el organismo a nivel de la célula epitelial tubular proximal.

Los resultados expuestos en este trabajo demuestran un
aumento transitorio en los niveles de calcio intracitoplasmatico en
células HK-2 durante Ila hipoxia y tiempos tempranos de
reoxigenacion. Este aumento intracelular de calcio, junto a una
activacion de ERK, contribuirian a la activacion y traslocacion de
PKCa del citoplasma a la membrana celular. Esta traslocacion
coincide en el tiempo con un aumento de la permeabilidad epitelial
de la monocapa, debida a la redistribucién y retirada de ZO-1 de las
TJ mediada por PKCa. Al mismo tiempo, las células sufren
modificaciones en su morfologia, disminuyendo su superficie celular
debido a una contraccién celular también mediada por PKCa. Todos
estos efectos son revertidos con el uso de UO126 durante la
hipoxia, pero se inhiben mucho mas eficazmente con el uso de

G066976, inhibidor especifico de PKCa, confirmando que en nuestro
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sistema PKCa es efector de ERK1/2 a diferencia de la mayor parte

de los trabajos publicados.

El siguiente paso en nuestro estudio era demostrar la correlacién
de nuestros resultados in vitro con casos reales de muestras
humanas que presentan NTA. Para ello utilizamos varios casos de
biopsias humanas de rifiones que mostraban cambios morfoldégicos
de NTA por disminucién del aporte sanguineo renal por diferentes
motivos, como se explico en Materiales y Métodos. El resultado de
la inmunohistoquimica mostré un “refuerzo” de membrana positivo
para PKCa en las células con alteraciones morfolégicas analogas a
las descritas anteriormente, a saber, rotura de uniones con las
células vecinas y redondeamiento celular. En células con similares
alteraciones también observamos una alteracién en el patrén
uniforme y lineal de distribucion de ZO-1, asi como con una retirada
de la membrana de E-cadherina y p-catenina en células con
similares alteraciones. Estos resultados indican una correlacién
positiva entre la activacion y traslocacion de PKCa in vivo con el
desarrollo de dafio tubular isquémico. Asi, los datos anteriores
sugieren que la activacion de PKCa podria identificarse como

marcador prondstico de desarrollo de NTA tras isquemia.
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REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE PKCZ Y SUS EFECTOS EN

CELULAS HK-2 SOMETIDAS A HIPOXIA/REOXIGENACION

Al igual que para PKCa, Padanilam, 2001, también demostrd las
alteraciones en la expresion y localizacion de PKCC en un modelo in
vivo de I/R en rata tras 60 minutos de isquemia. La expresion de
esta isoforma también aumentaba desde los 30 minutos de isquemia
y se mantenia elevada hasta un dia post-isquemia. PKC( se
localizaba basalmente en células epiteliales normales, y se
localizaba apicalmente en las células dafiadas; tras 7 dias de
reperfusion su expresion se localizaba en la membrana plasmatica
de las células con signos de regeneracion. En nuestro modelo in
vitro, PKCC( se traslocaba del citoplasma a la membrana entre 1y 3
horas de reoxigenacion, lo que comprobamos mediante Inmunoblot,
Inmunofluorescencia y fraccionamiento subcelular. Ademas esta
traslocacion era inhibida cuando sometiamos las células a un
tratamiento con un inhibidor miristoilado especifico de esta
isoforma, cuya eficacia para inhibir PKC{ ya habia sido descrita en

la literatura por muchos autores [63 y 64].

Sobre las posibles vias de activacion de las isoformas atipicas

de PKC se sabe muy poco. Dlugosz y col. 2002, utilizando células

mesangiales cultivadas en un medio con niveles elevados de
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glucosa, observdé que PKC({ se asociaba a citoesqueleto y era
causante del desensamblaje de actina y alteraciones en la
contractilidad de estas células. En este trabajo, utilizando el
inhibidor miristoilado de esta isoforma atipica de PKC e inhibidores
de PI3K, proponen a esta quinasa como proteina activadora de
PKCC. Esta hipotesis también ha sido sustentada por otros autores
en la literatura [65 y 66] y datos preliminares de nuestro laboratorio
indican que en células HK-2 sometidas a H/R, la ruta de
sefializacion PI3K/AKT se activa tempranamente en reoxigenacién
(30 minutos-1 hora), correlacionandose en el tiempo con la

traslocacion de PKC{ a membrana aqui descrita [67].

Nuestro modelo in vitro de HK-2 sometidas a H/R es un sistema
en el que se genera estrés oxidativo, asi que propusimos la
produccién de radicales libres de oxigeno como un factor regulador
de esta isoforma de PKC. Para demostrar esta hipotesis realizamos
una inmunofluorescencia de células HK-2 sometidas a wun
tratamiento prooxidante con H,O, y observamos que efectivamente
la traslocacion de PKC{ a membrana celular en estas condiciones
era muy llamativa. Mas aun, comprobamos que el uso de un
antioxidante, BHA, revertia o impedia esta traslocacién. El uso de

BHA nos demuestra que en nuestro modelo in vitro de H/R, la
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traslocacion de PKC({ a membrana celular viene mediada, al menos

en parte, por la generacion de especies reactivas de oxigeno.

Al igual que para PKCa, también hemos estudiado el efecto de
PKCC en las uniones intercelulares. Dodane y col. 1996, utilizando
células MDCK y Caco2 observaron que PKCC( colocalizaba con ZO-1
en uniones intercelulares; Fleegal y col. 2005, observaron en
células endoteliales de la microvasculatura cerebral en ratas, que
bajo condiciones de H/R , PKC{ modulaba el ensamblaje de TJ y
contribuia al aumento de la permeabilidad endotelial; Stuart y col.
1995, describieron resultados similares consistentes con
fosforilacion de ZO-1 por PKCC en células MDCK bajo condiciones
de medio bajo en calcio; Avila-Flores y col. 2001, concluyeron que
en células MDCK en medio con niveles bajos de calcio, PKCC
fosforila ZO-2 modulando el desensamblaje de TJ. En consonancia
con nuestros resultados, Banan y col. 2000 A, demostraron en
células Caco?2 tratadas con H202 la rotura de uniones intercelulares
dependiente de PKCC.

In vivo, otros autores han propuesto a PKC({ ademas como la
principal mediadora del correcto ensamblaje de TJ utilizando
embriones de ratén y observando el efecto de la inhibicion de esta
isoforma de PKC en la formacién de la barrera epidérmica [61].

Estas observaciones in vivo coinciden con nuestros resultados que
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correlacionan la localizacion de PKC{ en membrana de células
tubulares con uniones intercelulares alteradas en muestras

humanas, tal y como se comentara posteriormente.

Como hemos demostrado en este trabajo, la rotura de TJ
conduce a un aumento de permeabilidad en las células en cultivo el
cual puede ser cuantificado por colorimetria. Para comprobar si en
nuestro sistema PKC({ estaba mediando las alteraciones en
integridad de monocapa, realizamos estudios de permeabilidad
analogos a los realizados para PKCa en células HK-2 sometidas a
H/R, en las que determinamos que la ésta aumentaba a tiempos
tempranos de reoxigenacion. Por ello tratamos las células con el
inhibidor miristoilado de PKC{ y encontramos que el aumento de
permeabilidad de la monocapa no se revierte significativamente por
el uso de éste. Estos resultados demuestran que la pérdida
transitoria de integridad epitelial descrita en este trabajo no esta

regulada directamente por la activacién de PKCCZ.

Crean y col 2004, usando células Hela y provocando
modificaciones en los niveles de calcio observaron que se producia
un redondeamiento de las células y alteraciones en la superficie
celular. Demostraron en su trabajo que las alteraciones en la

concentracion de calcio intracitoplasmatico activaba PLC y ésta a
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su vez se traducia en la activacion de canales io6nicos PKC-
dependientes. Una de las PKC implicadas en este efecto era PKC{,
la cual ademas contribuia al redondeamiento de las células por
inducir la despolimerizacion de F-actina del citoesqueleto. En
nuestro sistema in vitro también observabamos cambios similares
en la morfologia celular, mediados en parte por PKCa. Para
determinar si PKC({ también contribuia a estas alteraciones
morfoldégicas, realizamos una tincién de actina con Faloidina-Alexa
568 y medimos la superficie celular, en células HK-2 sometidas a
H/R, en presencia y ausencia del inhibidor miristoilado de PKCC.
Los resultados demostraron que la contraccién celular que se
observa en nuestro protocolo de H/R no venia mediada

directamente por esta isoforma atipica de PKC.

Muchos son los trabajos que han estudiado la interaccion de
distintas isoformas de PKC con diferentes componentes de
citoesqueleto, responsable del mantenimiento de la morfologia
celular, observandose distintos resultados en distintas lineas
celulares y bajo diferentes estimulos. Una de las primeras
alteraciones en la |/R es la pérdida de microvellosidades o ribete en
cepillo que se observa en las células epiteliales proximales [28y
72]. En estas vellosidades se reabsorbe la mayor parte del sodio.

Kellerman y col. 1992 y Molitoris 2004, han descrito que la pérdida
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de las vellosidades se debe a una despolimerizacion de actina
mediada por PKC en un modelo celular con Citocalasina D,
compuesto que desorganiza el citoesqueleto de actina. Esta pérdida
de ribete en cepillo va a hacer que no se reabsorba el sodio
necesario lo que supondra una hiponatremia importante que puede
provocar edemas, hipotension y alteraciones metabdlicas vy
nutricionales, entre otras. Banan y col. 2002 A y 2002 B, han
estudiado el papel de PKC{ mediando proteccién de la integridad de
los microtubulos en dos lineas diferentes de células epiteliales:
Caco 2 y Hela, observando que bajo condiciones pro-oxidantes la
activaciéon de PKCC( protege la rotura de los microtubulos de forma
EGF-dependiente, manteniendo asi la integridad del citoesqueleto y
la integridad de la barrera epitelial gastrointestinal. Menard y col
1991, demostraban que la actividad PKC mediaba disrupciéon de
monocapa epitelial en células epiteliales de intestino de cerdo LLC-
PK1. Banan y col 2003, postulan que ante el aumento de NOS,
PKCC protegia la tubulina de la despolimerizacion de forma EGF-
dependiente en una ruta que implicaba a NFkB como mediador
inflamatorio del dafo. Este mismo autor implica a PKCA como
mediadora de la rotura de microtubulos y desestabilzadora de
tubulina en caco 2 tras dafo por estrés oxidativo y en las mismas
células y bajo el mismo estimulo, sefiala a PKCB como mediadora

de proteccion de microtubulos [76 y 77]. Todos estos datos
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bibliograficos apoyan el papel de distintas isoformas de PKC
atipicas, incluida PKC{ en las alteraciones que sufre el

citoesqueleto celular bajo estimulos de estrés.

Como se ha mencionado en “introduccion”, los microtubulos son
un componente fundamental del citoesqueleto destinados al
mantenimiento de la estructura y la integridad celulares, el
transporte intracelular y la divisién celular. Su componente
mayoritario es la tubulina. Las unidades de tubulina estan en el
citoplasma y su ensamblaje y desensamblaje se regula por
modificaciones post-traduccionales que incluyen fosforilacién vy
acetilacion, entre otras y pueden estar mediadas por actividad PKC
[19].

En este trabajo hemos determinado el efecto de la H/R sobre los
microtubulos realizando Inmunofluorescencia para tubulina y PKC(
en células HK-2 sometidas a H/R, en presencia y ausencia tanto del
inhibidor miristoilado de PKC{ como del antioxidante BHA. EI
resultado fue que coincidiendo con los tiempos de reoxigenacidén en
que se produce traslocacién de PKC({ a membrana celular, se
produce un colapsamiento de la red de tubulina celular y este efecto
se revierte en presencia tanto del inhibidor miristoilado como en

presencia de BHA.
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El desensamblaje de los microtubulos junto a la rotura de
uniones intercelulares mediada por PKCa, tal y como describimos
anteriormente, conlleva pérdida de la estructura y muy
probablemente de la correcta funcién epitelial por alterarse el
transporte intracelular de los productos de reabsorcidén y secrecion.
Estos procesos contribuyen a rescatar sustancias vitales como la
glucosa y diversos aminoacidos y aseguran el correcto balance de
electrolitos como sodio, potasio, cloro o hidrogeniones, en el
organismo, que es una de las funciones mas importantes que

realiza el rindn para mantener la homeostasis corporal.

La vimentina es otro componente importante del citoesqueleto
que forma una trama citoplasmatica de filamentos y organiza las
organelas citosolicas, mantiene la estructura nuclear e interacciona
con los microtubulos de tubulina y los microfilamentos de actina,
para mantener la forma celular. Por todo ello y como se comentd en
introduccion, participa en los procesos de migracion celular,
contribuye al mantenimiento de la estabilidad celular en situaciones
de estrés mecanico, proporciona un sustento a todo el trafico de
membrana incluyendo las vesiculas de secrecién y participa en ciclo
celular [78]. Ademas, se ha descrito que interacciona con otras
proteinas de sefializacion como PKC. Su papel en nuestro sistema
es importante porque como hemos descrito anteriormente, las

células HK-2 sometidas a H/R sufren alteraciones a nivel de uniones
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intercelulares, de union a membrana basal, en el citoesqueleto de
actina y alteraciones morfoldgicas como consecuencia de la pérdida
de estabilidad frente a estrés mecanico, en la que juega un papel
muy importante el esqueleto de vimentina y su correcta

funcionalidad.

Runembert y col. 2001, describen que en rifiones normales la
vimentina se localiza fundamentalmente en los vasos glomerulares y
en las células intersticiales. Durante el desarrollo embrionario se
localiza en vasos glomerulares y células intersticiales y ademas en
las células epiteliales tubulares. En las células epiteliales tubulares
del rindn adulto sélo se puede observar expresion de vimentina en
aquellas que se recuperan tras dafo isquémico o toxico. La
vimentina también se expresa en células de carcinoma renal y en
las células epiteliales tubulares renales en cultivo. Este grupo
observd que cambios en la expresion de vimentina afectaban a la
localizacién y actividad del cotrasportador Na/Glucosa en dominios
de membrana especificos denominados “balsas lipidicas o lipid
rafts”, aunque estas alteraciones en vimentina no afectan a la
morfologia celular (Para revision ver Runembert y col. 2001 [79]).

En este trabajo realizamos inmunofluorescencia para PKCC(C y
vimentina en células HK-2 sometidas a H/R, en presencia vy
ausencia del inhibidor miristoilado de PKCC y del antioxidante BHA

y comprobamos que entre 1 y 3 horas de reoxigenacidn,
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coincidiendo con la traslocacion de PKC{ a membrana celular, se
produce un colapsamiento de la trama de filamentos intermedios de
vimentina, efecto que se ve inhibido por el uso de ambos
inhibidores. Asi, nuestros resultados, situados en el contexto de los
estudios realizados por otros autores, sugeririan que el
colapsamiento de vimentina dependiente de PKC{ y su activacion
por especies reactivas de oxigeno contribuiria a las alteraciones en
uniones estrechas y morfologia celular observadas durante H/R, y
muy probablemente participarian ademas en alteraciones
funcionales de las células HK-2 en respuesta a isquemia. Las
modificaciones en la organizacién de microtubulos de tubulina y
filamentos intermedios de vimentina, por un lado afectarian el
trasporte interno en las células epiteliales haciendo fallar su gran
labor reabsortiba, y por otro favorecerian la rotura de las uniones
intercelulares mediante traccion mecanica. En este sentido, datos
preliminares de nuestro laboratorio indican que en el modelo in vitro
de H/R en células epiteliales tubulares de rata NRK-52E Ia
captacion de BSA del medio (reabsorcion de proteinas

extracelulares) esta disminuida.

El principal y mas estudiado componente del citoesqueleto es la

actina, principal regulador de la morfologia celular y Ila

contractilidad. La actina en su funcidén contractil interacciona con la
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miosina. En su modulacién intervienen procesos de fosforilacion a
cargo de la quinasa de la cadena ligera de la miosina o MLCK,
principalmente. Cuando esta enzima se fosforila se activa la cadena
ligera de la miosina MLC20 lo que conlleva la activacién de una
ATPasa miosina-activada que implica la interaccion de la miosina
con la actina y como consecuencia la contraccién celular. (Para
revision ver Dlugosz y col., 2002, [64]).

Dlugosz y col., 2002, demostraron en células mesangiales
humanas en cultivo bajo condiciones de altos niveles de glucosa,
que la MLC20 es una diana de fosforilacion para PKCC(, y que PKC(
también podia fosforilar directamente actina en estas células
provocando asi desensamblaje de actina y alteraciones
morfologicas. Y que la activacion de PKC{ en altos niveles de
glucosa podria estar mediada por PI3K. Esta quinasa también es
propuesta como activador de PKCC(C por Di Llberto y col 2003, que
también sefala a PKC{ como mediador de contraccion en células
uterinas, por fosforilaciéon directa de actina por PKC( via PI3K. En
este sentido, ya hemos mencionado anteriormente que en nuestro
sistema de H/R en células HK-2 se produce una activacién de la
ruta PISK/AKT que se correlaciona en el tiempo con la activacion y
traslocacion de PKCC [67]. Otros autores también han visto
traslocacion de esta isoforma atipica de PKC a citoesqueleto

asociandose con actina en linfocitos Gomez y col. 1995, y en
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endotelio de arteria pulmonar Damron y col 1998, en este ultimo
caso relacionada con contraccion celular. Uberall y col 1999
observo similares acciones de PKCC en fibroblastos (NIH3T3), en
presencia y ausencia del ppseudosustrato inhibidor de PKCC,
mediando ésta el desensamblaje de actina con participacidén de la
Ras. En este caso la activacion de PKC{ conducia a una
despolimerizacion de fibras de estrés y a una reorganizacion de
citoesqueleto en filopodio que resultaba finalmente en migracion

celular.

En este trabajo realizamos inmunohistoquimica en muestras de
tejido renal humano que habian sufrido dafo isquémico o
disminucién del riego habitual de diversa etiologia, para demostrar
la expresion y localizacién de PKC{ en casos reales. Nuestros
resultados demostraron que en aquellas células que se observaba
un mayor dafno morfolégico se expresaba PKCC en la membrana
celular. De hecho, realizando una tincién con Faloidina en muestras
renales humanas procesadas por congelacion y que mostraban
signos de NTA, pudimos observar un colapsamiento del
citoesqueleto de actina en las células dafiadas, siendo muy evidente
la pérdida de microvellosidades apicales en los tubulos proximales y
la desestructuracion de los microfilamentos de actina, confirmando

que las alteraciones morfolégicas y de citoesqueleto de actina
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identificadas in vitro y dependientes de PKC( se observan también

in vivo.
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Los estudios de expresidén y localizacion de PKCa y PKCC(C en
biopsias humanas y su correlacion con la existencia de NTA
descritos en este trabajo, en nuestro conocimiento, son los primeros
registrados en la bibliografia.

Estudios mas extensos en el numero y caracterisiticas de las
muestras que hagan posible realizar estudios estadisticos, nos
permitirian identificar a estas dos isoformas de PKC, PKCa y PKC{,
como marcadores pronodsticos de dano tubular tras un periodo de
isquemia. Esta identificaciéon y su valoracion de forma rutinaria en
biopsias renales puede ser muy util en el contexto de un trapslante
renal, por ser una estimacion de la viabilidad, funcionalidad vy
evolucion del é6rgano, previa a que sea injertado y en periodos

iniciales post-transplante.

Ademas, aunque no se ha mostrado en este trabajo, resultados
preliminares de nuestro Ilaboratorio indican que los cambios
morfoldogicos de rotura de TJ y reorganizaciones de citoesqueleto,
correlacionados con la expresion de PKCa y PKC{, también se
observan en biopsias hepaticas humanas de organos pretrasplante.
Asi, las aproximaciones experimentales aqui utilizadas y las
correlaciones obtenidas, pueden tener aplicabilidad y ser

extensibles a otros 6rganos en los que la isquemia produzca un
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dafo estructural y morfolégico importante. Esta situaciéon la

encontraremos siempre en maniobras de transplante.

Todas las alteraciones en las células epiteliales tubulares
descritas en este trabajo desembocarian en la situacién clinica de
FRA que puede ser tan grave como para llevar a la muerte a un
paciente con dafio isquémico renal de cualquier etiologia. Su
severidad vendra determinada por la gravedad de la afectaciéon a
nivel tubular y puede variar desde un simple descenso de la
filtracion glomerular reversible hasta situaciones de gravedad vital
como el edema agudo de pulmén, insuficiencia cardiaca,
alteraciones neuroldgicas derivadas de un inadecuado balance en
electrolitos como potasio, sodio y calcio, alteraciones del pH
sanguineo, alteraciones nutricionales y hormonales (EPO) vy
finalmente un fracaso multiorganico y la muerte.

Estos hechos justificarian el estudio de los mecanismos que
median la NTA aqui presentado, con la finalidad de identificar
marcadores de dafo que puedan constituirse ademas en nuevas
dianas de actuacion terapeutica y asi mejorar la escasa

supervivencia de estos pacientes.
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CONCLUSIONES
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1.- La I/R subletal en riidn produce desprendimiento de las
células del epitelio tubular proximal renal que se identifica en
clinica con el término de NTA. Tanto los estimulos como los efectos
observados en el epitelio tubular in vivo en este proceso pueden ser
mimetizados in vitro mediante un sistema de H/R que implica
cambios en la tension de oxigeno y disponibilidad de nutrientes y
produce desprendimiento celular y pérdida de integridad de la

monocapa epitelial.

2.- Distintas isoformas pertenecientes a las tres subfamilias de
PKC, a saber: PKCa, PKC®, PKCn, PKCe y PKCC, se expresan en
todas las células del epitelio proximal tubular humano HK-2, siendo
PKCa y PKCC las que presentan mayores niveles. La expresién de

estas isoformas no se altera durante la H/R.

3.- En células HK-2 sometidas a H/R, PKCa sufre una activacion
y traslocacion a membrana en tiempos muy tempranos de
reoxigenacion. Esta activacion y traslocacion viene mediada por la
elevacion de los niveles intracelulares de calcio y la activacion de

ERK1/2, entre otros factores.

4.- La activacion y traslocacion de PKCa es responsable de la

contraccion celular, de la rotura de uniones intercelulares y de la
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pérdida de integridad de monocapa que se observa en tiempos

tempranos de reoxigenacion en células HK-2 sometidas a H/R.

5.- En muestras humanas con NTA de etiologia isquémica, la
traslocacion a membrana apical y basolateral de PKCa se
correlaciona con las células epiteliales del tubulo que exhiben dafio.
Estas células dafadas también presentan alteraciones en la
distribucion de proteinas integrantes de uniones intercelulares (ZO-

1, E-cadherina, B-catenina).

6.- PKCC se activa y trasloca a membrana durante la
reoxigenacion mas tardiamente que PKCa en células HK-2
sometidas a H/R. Esta activacion y traslocacién de PKC( viene

mediada, entre otros, por la generacidén de estrés oxidativo.

7.- La activaciéon y traslocacion de PKC({ es responsable del
colapsamiento de los principales componentes de citoesqueleto
celular (filamentos de actina, microtubulos de tubulina y filamentos
intermedios de vimentina). Ello contribuiria de forma indirecta a la
disrupcién de uniones intercelulares y pérdida de integridad de

monocapa.
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8.- En muestras humanas con NTA de origen isquémico, la
traslocacion de PKC{ a membrana se correlaciona con alteraciones
morfoléogicas en las células del epitelio tubular proximal. Estas
alteraciones serian consecuencia del colapsamiento del
citoesqueleto de actina, entre otros componentes, y contribuirian al

dafo tubular en respuesta a I/R.

9.- Los resultados mostrados en este trabajo sugieren que PKCa
y PKCC podrian identificarse como marcadores pronésticos de dafio
tubular tras una situacion de isquemia renal. Ademas, los
marcadores de dafo asi identificados, PKCa y PKC{, podrian
constituirse en nuevas dianas para el establecimiento de estrategias
terapeuticas mas eficaces en situaciones de FRA de etiologia

isquémica.
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