INDICE



ABREVIATURAS o e e e e e e ]

INTRODUGCCION oo e e e e e e 9

1. EL RINON ..o e 010

1.1. Anatomia funcional e histologia ....................................10

1.2, Fisiologia .o e 12

1.3. Patologia renal: Fracaso renal agudo de etiologia

e 10 1= 2 o= T

2. LA CELULA EPITELIAL TUBULAR ......civviiiiiiiiiiie AT

2.1. Ribete en cepillo.....ooooii i 19

2.2. Uniones intercelulares y a membrana basal .....................19

2.2.1. Uniones intercelulares ..........ccouveiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiineee 19

1.

3.

4.

Uniones estrechas o zénula occludens o tight junctions
Uniones adherentes o zonula adherens o adherens

JUNTIONS (AJ) o e 21
Uniones en hendidura o gap junctions .....................22

DESMOSOMAS oottt e e e e e e i 22

2.2.2. Uniones a la membrana basal ............cccceiiiiiiiii ... 23

2.3. Citoesqueleto ... e 2D



2.4. Rutas de sefalizacion intracelular ...................................28
3. LA ISQUEMIA/REPERFUSION MIMETIZADA IN VITRO POR
UN SISTEMA DE HIPOXIA/REOXIGENACION......................30
3.1. Estrés oxidativo .........co i 0. 32
3.2. Niveles de adenosin trifosfato (ATP) ..................ceitl....35
3.3. Calcio intracelular .............cooco i e 36
4. FAMILIA PKC o e e e 222 38
4.1. Estructura de Protein Quinasa C (PKC) .........................39
4.2. Regulacion de la actividad de PKC ................c.coie a0 41

4.3. PKCenlaisquemiarenal .............ccociviiiiiiiiii ... 43

MATERIAL Y METODOS ..ottt 00 A8

1. CULTIVOS CELULARES Y TRATAMIENTOS .......................49
2. MODELOS EXPERIMENTALES .......c.oiiiiiiiii i ieeeee. .50
2.1. Modelo in vitro: hipoxia/reoxigenacion ...........................50
2.2. Biopsias renales humanas ..................ccociiiii i ienen...52
3. ESTUDIOS DE PERDIDA DE INTEGRIDAD DE MONOCAPA
POR COLORIMETRIA .. .o 0053
4. ESTUDIOS DE PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE

OXIGENO (ROS) Y MODIFICACIONES EN LOS NIVELES



INTRACELULARES DE CALCIO, MEDIANTE CITOMETRIA DE

FLUJO ot oo e e B4
5. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE
INMUNOBLOT ..ot i e e a5
6. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR ......ccooeevviiiniiiieannn 57
7. ESTUDIOS DE LOCALIZACION SUBCELULAR DE
PROTEINAS MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA ...........58
8. ESTUDIOS MORFOLOGICOS, DE EXPRESION Y
LOCALIZACION DE PROTEINAS EN TEJIDO PARAFINADO
HUMANO: HEMATOXILINA-EOSINA, ACIDO PERIODICO DE
SCHIFF E INMUNOHISTOQUIMICA ..........coiiiiiiiiiiiinn 59
9. TINCION CON FALOIDINA EN MUESTRAS HUMANAS
PROCESADAS EN CONGELACION .........ccooeiiiiiin i 61
10. ANALISIS ESTADISTICO ...ooviiiiiiiiiiiiiii e B2
RESULTADOS ..ottt e et e e et et B4
1. EL PROTOCOLO DE HIPOXIA/REOXIGENACION INDUCE
PERDIDA DE ADHESION DE CELULAS HK-2 SIN INDUCIR
MUERTE CELULAR .....c.ooivii i e et ....B5
2. EXPRESION DE DISTINTAS ISOFORMAS DE PKC EN

CELULAS HK-2 SOMETIDAS A

HIPOXIA/REOXIGENACION.......viiiceecceciecee e eee e e BT



3. ACTIVACION Y LOCALIZACION DE PKCa EN CELULAS HK-2
SOMETIDAS A HIPOXIA/REOXIGENACION .......................68
3.1. Traslocacion a membrana estimada mediante
inmunofluorescencia ...............cccoiii el ... .68
3.2. Localizaciéon subcelular de PKCa en células HK-2 durante
hipoxia/reoxigenacion ...............ccoeiiiiiiii i 70
4. FACTORES RESPONSABLES DE LA ACTIVACION DE PKCa

EN CELULAS HK-2 DURANTE HIPOXIA/REOXIGENACION

.73
4.1. Niveles de calCio .......coiiiiiii i e 13
4.2. Activacion de ERK1/2 ... e 75
4.3. Traslocacion de PKCa en presencia de inhibidores de

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

SOMETIDAS A HIPOXIA/REOXIGENACION ............cooee.. . 77
5.1. Contraccidn celular ... T
5.2. Integridad de la monocapa epitelial ...............................80
5.3. Disrupcion de uniones intercelulares .............................82

6. EXPRESION Y LOCALIZACION DE PKCa EN BIOPSIAS CON
NECROSIS TUBULAR AGUDA DE ETIOLOGIA

ISQUEMICA ... .ot e e e e e e i, 84



7. EXPRESION Y LOCALIZACION DE PROTEINAS DE UNIONES
INTERCELULARES EN BIOPSIAS CON NECROSIS TUBULAR
AGUDA DE ETIOLOGIA ISQUEMICA .......ccocevvvieiii et .. 85

8. ACTIVACION Y LOCALIZACION DE PKC({ EN CELULAS HK-2
SOMETIDAS A HIPOXIA/REOXIGENACION ........................87

8.1. Traslocacién de PKC{ a membrana estimada por

inmunofluorescencia .............cocoi i 8T

8.2. Localizacion subcelular de PKCC en células HK-2 sometidas

a Hipoxia/reoxigenacién ................ccccecii i 89

9. FACTORES RESPONSABLES DE LA ACTIVACION DE PKC(
EN CELULAS HK-2 DURANTE
HIPOXIA/REOXIGENACION.......coiieieeieeieeceeeee e, ...90

9.1. Produccion de radicales libres de oxigeno en células HK-2

durante hipoxia/reoxigenacién ..................coeeiie .90

9.2. Efecto de los antioxidantes en la activacion de PKCC( ..... 94
10. EFECTOS DE LA ACTIVACION DE PKCZ EN CELULAS

HK-2 SOMETIDAS A HIPOXIA/REOXIGENACION ...............96

10.1. Contraccion celular ............cociiiiiiii i i, 96

10.2. Integridad de la monocapa epitelial ...............................97

10.3. Colapsamiento de citoesqueleto ................c.oc .99
11. EXPRESION Y LOCALIZACION DE PKCCZ EN BIOPSIAS

CON NECROSIS TUBULAR AGUDA DE ETIOLOGIA

ISQUEMICA .. .o 101



12. DISTRIBUCION DE F-ACTINA EN BIOPSIAS RENALES

HUMANAS CON DANO ISQUEMICO .............ccceevvveeennnnn.. 103

DISCUSION oot e e e e e e e e e 106

1. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE PKCa Y SUS

EFECTOS EN CELULAS HK-2 SOMETIDAS A

HIPOXIA/REOXIGENACION. ..o 11

2. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE PKCZ Y SUS

EFECTOS EN CELULAS HK-2 SOMETIDAS A

HIPOXIA/REOXIGENACION.......ovicieeceeee e e 121

CONCLUSIONES .. o222 . 136

BIBLIOGRAFIA oo e e e 0140

PUBLICACIONES ... e 183



