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SUMMARY

Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) has recently shown to promote
fibrosis in a model of nephrotoxic acute renal injury by folic acid. Inflammation is
a major event associated with fibrogenesis in the damaged kidney. In the present
Doctoral Thesis, we assessed whether PTHrP might act as a renal pro-
inflammatory factor after unilateral ureteral obstruction in mice, a well
characterized model of inflammation. To this aim, we used mice overexpressing
PTHrP specifically in the proximal fubule, as well as normal mice with
pharmacological modulation of renal PTHrP expression. Furthermore, /n vitro
studies were performed to elucidate the mechanisms implicated in the pro-
inflammatory actions of PTHrP in mouse tubuloepithelial cells and macrophages.
Our findings demonstrate the critical role of PTHrP on the inflammatory process
following kidney obstruction in mice. In vitro data indicate that this protein
increases the expression of several pro-inflammatory factors in tubuloepithelial
cells, and promotes monocyte/macrophage migration. Moreover, sequential
activation of extracellular signal-related kinase (ERK) and nuclear factor(NF)-«B
seems to be an important pathway whereby PTHrP may trigger renal inflammation.
PTHrP is thus emerging as a new inflammation marker and a putative therapeutic
target in the obstructed kidney.

RESUMEN

La proteina relacionada con la parathormona (PTHrP) se ha descrito recientemente
como un posible factor promotor de la fibrosis en un modelo de nefrotoxicidad por
dcido fdlico. La inflamacion es uno de las etapas clave en la fibrogénesis asociada al
dafio renal. En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado el posible papel de la
PTHrP en el proceso inflamatorio tras la obstruccion ureteral unilateral en el
ratén, un modelo bien caracterizado de inflamacién renal. Para ello, utilizamos
ratones transgénicos que sobreexpresan la PTHrP de forma constitutiva en las
células del tdbulo proximal, y ratones normales sometidos a modulacién
farmacolégica de la expresion de esta proteina. Ademds, para dilucidar los
mecanismos implicados en las acciones proinflamatorias de la PTHrP utilizamos
cultivos de células tibuloepiteliales y macréfagos de ratdn /in vitro. Nuestros
resultados demuestran el papel crucial de la PTHrP en el proceso inflamatorio en el
rifion obstruido de ratén. La PTHrP, posiblemente a través del receptor comin para
PTH/PTHrP tipo 1, incrementa la expresién de varios factores proinflamatorios en
las células tdbuloepiteliales, y promueve la migracién de macréfagos. Ademds, la
activacion del factor nuclear(NF)-kB mediada por extracellular signal-related
kinase (ERK) parece ser un mecanismo importante a través del cual la PTHrP induce
sus efectos proinflamatorios en el rifién. Estos hallazgos sugieren que la PTHrP
podria considerarse como un nuevo marcador de inflamacion y/o una diana
terapéutica en la nefropatia obstructiva.
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1. INTRODUCCION

1.1. La Proteina relacionada con Ila PTH (PTHrP): Estructurq,

Procesamiento y Accion

La PTHrP fue identificada en la década de los 80, como el agente
responsable de la hipercalcemia tumoral de origen humoral [31;83]. La
sobreexpresion de la PTHrP es responsable del incremento tanto de la
resorcion 6sea como de la reabsorciéon tubular renal de calcio en este

sindrome.

El gen de la PTHrP humana se encuentra localizado en el brazo
corto del cromosoma 12. Contfiene 8 exones y presenta, al menos, 3
promotores (dos promotores TATA vy, entre ambos, uno GC) [83], asi
como un silenciador en la regién 5°. La presencia de estos 3 promotores
indica la complejidad de la regulacion génica de la PTHrP. Asi, en ratén
y en rata aparece solo un promotor TATA y un GC, mientras que la
region promotora en pollo solo cuenta con una region TATA [83]. El
procesamiento alternativo en el extremo 3" genera tres tipos distintos de
ARNmM. Las zonas no traducidas en dicho extremo 3" presentan multiples
copias del motivo AUUUA, que confiere inestabilidad al ARNm (Fig. 1A).

Este tipo de ARNm codifica factores de crecimiento y citoquinas.

Asi pues, la transcripcion y fraduccion del gen de la PTHrP da lugar
a tres isoformas (Fig. 1B), de 139, 141 y 173 aminodcidos, que se
diferencian en su extremo C-terminal [108]. Cada una de estas isoformas
codifica una secuencia N-terminal comuUn en la que se encuentra una
region homodloga a la PTH enfre los aminodcidos 1-13. Aunque la
secuencia aminoacidica 14-34 es diferente en ambas proteinas, su

conformacién espacial es similar, lo que permite su interaccién con el
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mismo receptor (denominado tipo 1, PTHIR). Del aminodcido 35 al 111,
la secuencia de la PTHrP estd muy conservada en las distintas especies
(en humanos solo difiere en dos aminodcidos respecto a la de
roedores). Las secuencias 88-921 y 102-106 son dominios de localizacion
nuclear/nucleolar (NLS) similares a los de ciertos factores de
transcripcion de mamifero y virales [1]. La secuencia 141-173 en la PTHrP
humana no estd presente en roedores ni presenta homologia con otros

péptidos conocidos.

-36 +1139 173 141

AR /]

Multi-KilR —p -1-1 3-4 19-34 37 88-91 96-98102-106 139-140
PREPRO 1-36 similar 38-94...106 107 -139 141 -173
alaPTH

Fig. 1. Esquema del gen de la PTHrP humana y su procesamiento post-traduccional. El
gen de la PTHrP se localiza en el brazo corto del cromosoma 12 humano. Contiene 8 exones
y presenta, al menos 3 promotores y un silenciador en la region 5° (A). La transcripcién y
traduccion del gen da lugar a 3 isoformas peptidicas, de 139, 141 y 173 aminodcidos. Cada
una de estas isoformas codifica una secuencia N-terminal comin que contiene la regién
homologa a la PTH. Las secuencias 88-91 y 102- 106 son dominios de localizacidn
nuclear/nucleolar (NLS). La secuencia 141-173 estd presente en humanos pero no en
roedores.



El procesamiento post-tfraduccional de la PTHrP deriva de su
estructura, que contiene: 1) una secuencia con un nucleo de 10 a 15
aminodcidos hidrofébicos constituido por leucina, valina, fenilalaning,
alanina y tirosina (péptido-senal); y 2) multiples aminodcidos bdsicos
organizados en pares, tripletes y cuadripletes, reconocibles por

proteasas de tipo furina [23;108].

Como consecuencia, el procesamiento proteolitico de la PTHrP
genera: 1) un fragmento 1-36 en el extremo N-terminal; 2) un fragmento
medio cuyo exiremo C-terminal podria estar entre los aminodcidos 88-
106, una regidn rica en residuos mulfibdsicos; y 3) uno (o varios)

fragmento(s) C-terminal(es) a partir del aminodcido 107.

Un estudio de la region promotora del gen de la PTHrP humana
revela la existencia de sitios de unidn para factores de transcripcion
tales como SP-1, AP-1 y AP-2, Ets; dos regiones homodlogas al elemento
consenso de AMPc (CRE); y seis secuencias idénticas a un sitio de

respuesta a hormonas esteroideas.

El Unico receptor clonado para la PTHrP es el PTHIR, comuUn para
la PTH y la PTHrP (Fig. 2). Este receptor pertenece a la familia de
receptores con siete dominios transmembrana, acoplado a proteinas G
[65]. La interaccion del fragmento 1-36 de la PTHrP con el PTHIR activa
las vias adenilato ciclasa (Ac)/proteina quinasa (PK) A y fosfolipasa C
(PLC)/PKC, a ftravés del acoplamiento a las proteinas Gs y Gq,
respectivamente [4;32]. El determinante de la activacion de AMPc /PKA
reside en los dos primeros residuos N-terminales de la PTHrP [131]. La via
de activacion de la PLC, con generacion de trifosfato de inositol/Cai2*
y/o activacion de PKC, es mds compleja que la de AMPC/PKA vy
depende de la densidad de receptores en la membrana [37;134].

Ambas vias de senalizacion -—especificas segun la estirpe celular-
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parecen confluir en la activacion de las proteinas quinasas activadas

por mitdbgeno (MAPKs), en algunos tipos celulares [17;94].

Recientemente, se ha clonado un nuevo receptor distinto al
PTHIR, el PTH2, con afinidad especifica para la PTH [139]. Por ofra parte,

existen evidencias de la existencia de receptores para la PTHrP (1-36) vy

para ofros dominios de la PTHrP, distintos del PTHIR, en varios tipos
celulares [105;138;142].

AMPc PLCS, Rac/Rho TP \
Ca™ / PI3K
MAPKs
JNK

A% 7| Elementos e ! Respuesta (7,
W4 derespuesta | ‘l génica WA

Fig. 2. Esquema representativo de posibles vias de sefializacion acopladas al PTH1R.



Actualmente se sabe que la PTHrP se sintetiza en la mayoria de los
tejidos normales, tanto en la embriogénesis como en la vida adultag,
donde ejerce acciones auto/paracrinas e incluso intracrinas [85].
Algunos de los efectos fisioldgicos de la PTHrP que ocurren a través de la
inferaccion con el PTHIR incluyen: la regulacion del tono del musculo
liso; la modulaciéon del transporte fransepitelial de calcio; y la regulacion
del crecimiento y/o la diferenciaciéon celular y la apoptosis
[23;107;108;131]. La supresion homocigodtica del gen de la PTHP o del
PTHIR es letal, indicando que el sistema PTHrP/PTHIR juega un papel
esencial en la embriogéneis y el desarrollo fetal [65;131]. Sin embargo,
ratones con supresion del gen de la PTHrP heterocigdtica son viables al
nacer. A los 3 meses de edad, estos animales heterocigotos presentan
una disminucion del volumen 6seo y cambios microestructurales del
esqueleto que indican osteoporosis. La administracion diaria de PTHrP (1-
34) a estos ratones mejord todos los pardmetros de la microestructura
esquelética; indicando el papel central de la PTHP como factor
osteogénico [93]. Por otra parte, estudios recientes han demostrado que
la internalizacion nuclear de la PTHrP afecta a la proliferacion celular o a
la apoptosis, dependiendo del tipo celular [23;56;138]. Los mecanismos
asociados a estos efectos intranucleares de la PTHrP son desconocidos.
En este sentido, la PTHrP es capaz de unirse al ARN, sugiriendo un posible

papel en el procesamiento del ARN [2].

1.2. El Sistema de la PTHrP y sus Receptores en el Rindn

El estudio del rindn durante el desarrollo embrionario del ratdn, ha
mostrado que existen niveles elevados de ARNm de la PTHrP en el tbulo
colector, el urotelio de la pelvis, los tUbulos y en los elementos inmaduros
glomerulares [8]. Sin embargo, la expresion génica del PTHIR no

aumenta durante el desarrollo tubular y glomerular, y es indetectable en
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el urotelio de la pelvis y en el tUbulo colector [8]. Estos hallazgos sugieren
un papel de la PTHrP en la maduracion del rindn, posiblemente a través
no solo del PTHIR sino de ofros receptores aln sin caracterizar. En el
rindn adulto, la PTHrP se ha identificado en los podocitos glomerulares y
en las células mesangiales, en el tubulo proximal y distal, en el tUbulo
colector, en el drbol arterial intrarrenal (arteriolas aferentes y eferentes),
asi como en la mdcula densa [77;88;147]. La eliminacion homocigdtica
del gen de la PTHrP no afecta al desarrollo del rindn en el embrion de
raton. Sin embargo, una posible alteracion renal en el neonato o en la
vida adulta no se ha podido explorar en estos animales, ya que, como

se ha mencionado en el punto anterior, mueren al nacer [66].

En estadios post-natales, el PTHIR (ARNm vy profeina) se ha
identificado en el tUbulo proximal, tanto en la parte contorneada como
recta, en la rama ascendente del asa de Henle, y en el tdbulo
contorneado distal, en ratas y en humanos; coincidente con los lugares
conocidos de actuacion de la PTH en la nefrona [10;72;74;77;123;147].
En un principio no fue posible detectar el PTHIR en células mesangiales
humanas por transferencia Northern o RT-PCR [13;74;77]. Sin embargo,
en frabajos recientes de nuestro grupo, utilizando las técnicas anteriores
o el ensayo de proteccion de ARNasas, observamos su expresion en
células mesangiales de rata [61]. Posiblemente las técnicas utilizadas
para analizar la expresidon génica del PTHIR fueron poco eficaces para
la deteccidn de posibles isoformas del PTHIR presentes en las células
mesangiales humanas [63;64]. Asi, este receptor podria mediar los
efectos mitogénicos de la PTHrP (1-34) observados en las células
mesangiales [13;130]. El PTHIR se expresa también en la vasculatura

renal y en el podocito glomerular [10;29;30;72;74;77:89].

Recientemente, se han generado ratones que sobreexpresan
constitutivamente la PTHrP especificamente en el fubulo proximal

utilizando un fransgén bajo el confrol del promotor de la vy-



glutamiltranspeptidasa [36]. Estos animales con sobreexpresion
constitutiva de PTHrP en el rindn presentan una morfologia y funcién
renal normales, excepto por una discreta hipofosfatemia, al menos
hasta los 6 meses de edad [36]. Estos hallazgos indican que, en situacion
fisiologica, la sobreexpresion de la PTHrP en el tUbulo proximal no parece

interferir significativamente con la fisiologia renal.

1.2.1 Efectos de la PTHrP en el Sistema Glomérulo-Vascular

Como se ha mencionado anteriormente, la PTHIP es un potente
relajante del musculo liso a través del PTHIR [23]. Fritsch y cols. [38] han
demostrado recientemente que la sobreexpresion sistémica del
receptor PTHIR provoca una disminucidn de la presion arterial y el tono
vascular en ratas adultas. En este mismo sentido, animales transgénicos
con sobreexpresion de PTHP o PTHIR en la pared arterial presentan
hipotension mediada por NO y por AMPc [79:88;111]. Por el contrario,
en ratas genéticamente hipertensas se ha demostrado que la
desregulacion del sistema PTHrP/PTHIR en el rindn se asocia al

incremento de la resistencia vascular renal [145].

El estrés mecdnico y una variedad de factores vasoactivos, como
la angiotensina (Ang) I, la serotonina y la bradiquidina inducen de
forma rdpida la expresion génica de PTHrP en células de musculo liso
vascular [23;102;109]. Este efecto de la Ang Il ocurre a fravés de
mecanismos franscripcionales y post-transcripcionales. Ademds, la PTHrP
parece modular los efectos de la Ang Il sobre la proliferacion de células
de musculo liso vascular. Estos hallazgos sugieren que la PTHrP podria
gjercer una funcidén reguladora sobre los efectos vasoactivos y/o
promotores del crecimiento de las células de musculo liso vascular

inducidos por agentes vasoconstrictores como la Ang Il [109]. Los datos
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actuales apoyan pues la hipdtesis de que el sistema PTHrP/PTHIR es un

regulador crucial del tono vascular.

Existen evidencias que sugieren acciones complejas de la PTHrP en
el glomérulo, que incluyen: el aumento de la tasa de filtracion
glomerular -por su accion vasodilatadora en la vasculatura pre-
glomerular-; la relajacion de las células mesangiales; y la estimulacion

del crecimiento de estas células [13;28;32;87;130].

Se ha observado que la PTHrP, producida a nivel renal, es capaz
de aumentar la secrecidon de renina a través del receptor comun con la
PTH [124]. Asi pues, el efecto neto de la PTHP en el rindn podria
depender de la relacion entre su efecto vasodilatador y un posible
efecto indirecto sobre la vasoconstriccion a fravés de la estimulacion de
la renina. No obstante, datos recientes senalan que el efecto
predominante de la PTHrP local seria aumentar el flujo plasmdtico renall

y el filtrado glomerular en el rindn normal [23;38].

Endlich y cols, estudiaron los efectos de la PTHrP sobre el tono
vascular renal en un modelo de obstruccidn renal caracteizado por su
respuesta  hemodindmica con activaciéon del sistema  renina-
angiotensina (SRA) y vasoconstriccion. En este contexto, observaron que
el fragmento N-terminal de la PTHrP administrado localmente en el rindn
obstruido es capaz de inducir la vasodilatacion de todos los segmentos
pre-glomerulares vasculares, incluida la arteria aferente, y un
incremento del flujo sanguineo renal [28]. La infusion infrarenal de este
fragmento directamente en la arteria del rindn izquierdo en la rata
incrementa el flujo sanguineo, la tasa de filtracion glomerular y el flujo
de orina en este rindn [87]. Se ha observado también que la PTHrP (1-34)
ejerce un efecto relajante directo sobre las células mesangiales aisladas
de rindn humano [13]; un efecto que promoveria un incremento del

coeficiente de ulirdfiliracion glomerular (Kf) y de la tasa de filiracion
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glomerular. Por tanto, los datos actuales sustentan que la produccion
local de PTHrP podria participar en la regulacion del flujo plasmdatico

renal y de la filfracion glomerular.

Ademds de sus efectos vasoactivos, la PTHrP podria tener otras
acciones en el glomérulo. Soifer y cols. [130] observaron un aumento de
expresion de PTHrP glomerular (y tubular) durante la fase de
recuperacion tras la isquemia renal en la rata. Este grupo también
demostrd un efecto mitogénico de la PTHrP (1-34) en cultivos de células
mesangiales de rata; sugiriendo un posible papel de esta proteina en la
recuperacion del rindn fras el dano isquémico [130]. Estos autores
presentaron la primera evidencia de un posible papel fisiopatoldgico de
la PTHrP glomerular. Posteriormente, Bosch y cols. [13] encontraron un
efecto proliferativo similar de la PTHrP (1-34) en células mesangiales

humanas.

1.2.2 Efectos de la PTHrP en el Tubulo Renal

En las células tubulares renales, la PTHrP ejerce efectos similares a
la PTH a través de su interaccién con el PTHIR. La PTHrP incrementa la
reabsorcion de calcio en el tUbulo distal; mientras que en el tUbulo
proximal, inhibe la reabsorcidon del fosfato y del bicarbonato, y estimula
la actividad de la 25-hidroxicolecalciferol 1a-hidroxilasa [23;35;80;108].
De hecho, algunas de estas acciones de la PTHrP permitieron su
caracterizaciéon y aislamiento inicial de tumores asociados a

hipercalcemia [83].

Estudios en las células tubuloepiteliales renales LLC-PK;
transfectadas de modo estable con el PTHIR muestran una alta afinidad
de unién -en el rango nM- del dominio homologo N-terminal de la PTH y

la PTHrP, asociado con la acumulacion de AMPc vy la activacion de
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calcio intracelular/PLC [14;53]; en contraste a lo observado en células
de musculo liso vascular donde el PTHIR senaliza exclusivamente a
través de la via de AMPc [81]. Datos recientes apoyan la hipdtesis de
que tanto la densidad del PTHIR como la eficiencia de su acoplamiento
a proteinas G condicionan los mecanismos intracelulares asociados a
una determinada respuesta bioldgica al dominio N-terminal de la PTHrP

en células renovasculares [53;81;113;134].

El PTHIR parece tener un modelo distinto de senalizacion en
diferentes segmentos de la nefrona. Asi, en el tUbulo distal, la absorcion
transcelular de calcio mediada por este receptor implica un aumento
sostenido de calcio infracelular dependiente de PLD [37]. Sin embargo,
en el tubulo proximal, la PLC es responsable del pulso de calcio
infracelular y la activacion de PKC inducidos a través del PTHIR [37]. En
este segmento de la nefrona, tanto la PTH como la PTHrP inhiben el
intercambio Na*/H* apical por un mecanismo dependiente de AMPC
[12:80].

Por otra parte, la PTHrP ejerce acciones no relacionadas con 1os
efectos endocrinos de la PTH en el tUbulo renal. Asi, esta proteina es
mitogénica para varias lineas celulares tubuloepiteliales renales, de
tUbulo proximal y distal [15;25;44-46]. En estas células, este efecto
parece mediado por la estimulacidon tanto de la Ac como de la PKC
[44;46]. Recientemente, se han descrito acciones anti-apoptdticas de la
PTHrP sobre las células tUbuloepiteliales y los fibroblastos renales; un

efecto que parece mediado a través del PTHIR [106;123].
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1.2.3 La PTHrP en la Fisiopatologia Renal

Tras el fracaso renal, las células tUubuloepiteliales se ven afectadas
de un modo dependiente de la severidad del dano y del tiempo de
exposicion al mismo [59;75]. La respuesta proliferativa de las células
tUbuloepiteliales tras el dano renal es importante para la recuperacion
tanto estructural como funcional del rindn. Una variedad de factores de
crecimiento que actian de una forma auto/paracrina (p.e., el factor de
crecimiento epitelial (EGF) y el factor de crecimiento similar a la insulina
tipo 1) participan en el proceso de reparacion del epitelio tubular
[48;58;59;90;143].

Los efectos mitogénicos de la PTHrP y su sobreexpresion temprana
en modelos experimentales de fracaso renal agudo inducido por
isqguemia o nefrotoxinas sugirieron, en un principio, su posible
participacién en el proceso regenerativo renal [123;130]. Sin embargo,
esta hipdtesis se ha puesto en duda en estudios recientes. Asi, se ha
observado que el pre-tfratamiento con bloqueantes de la Ang Il inhibe la
sobreexpresion de PTHrP pero no la respuesta hiperpldsica tubular en
ratas con nefrotoxicidad por dcido félico [107]. Ademds, la expresidon del
PTHIR estd reducida en modelos de fracaso renal agudo o nefropatia
tUbulointersticial por sobrecarga proteica [72;123;130]. Este hecho
contrasta con el comportamiento del receptor de otro factor
mitogénico renal bien caracterizado, el EGF, cuya expresion aumenta
tras el dano renal [90]. Hallozgos recientes sugieren que factores
independientes de la PTHrP o la Ang Il podrian estar implicados en la
reduccion del PTHIR observada en varios modelos de dano renal
[36;77;77]. Por ofra parte, el PTHIR es capaz de translocarse al ndcleo de
las células tubulares renales [144]. Ademds, utilizando
inmunohistoquimica, se ha demostrado una infensa inmunotincion
infranuclear para PTHrP —pero no para el PTHIR- en las células tubulares

renales de ratones con nefropatia diabética [61]. Actualmente se
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desconoce la relevancia fisiopatoldégica de estos mecanismos en la
accién de la PTHP en el rindbn danado. De cualquier modo, el
cuestionamiento de los hipotéticos efectos beneficiosos de la PTHrP en
el fracaso renal agudo viene apoyado por estudios recientes en ratones
con sobreexpresion tubular de PTHrP, que demuestran su ineficacia para
proteger al rindn de la isquemia o del dano inducido por acido folico
[36;106]. Estos hallazgos parecen desechar un papel relevante de la

PTHrP en los procesos de regeneracion fras el fracaso renal agudo.

La sobreexpresion renal de PTHrP también se ha observado en
otros modelos de nefropatias experimentales. Asi, la administracion
cronica de ciclosporina, que induce atrofia tubular vy fibrosis intersticial,
se ha asociado con un incremento de expresion de PTHrP, tanto a nivel
de ARNm como de proteina, en la corteza renal de rata [47]. Ademds,
el ARNm de la PTHrP aumenta progresivamente en la corteza renal
durante el desarrollo de la profteinuric en un modelo de dano
tUbulointersticial por sobrecarga de albumina en la rata [72]. Es
interesante destacar que en este modelo se observd una intensa
inmunotincién de PTHrP en las células mesangiales del glomérulo,
asociado al incremento del crecimiento mesangial, la expansion de
matriz y la proteinuria [72]. Recientemente, se ha observado un
aumento de los niveles renales del sistema PTHrP/PTHIR, correlacionado
con la proteinuria, en ratones diabéticos por inyeccidon de
estreptozotocina [61]. Ademds, utilizando ratones transgénicos que
sobreexpresan constitutivamente PTHrP en las células del tUbulo
proximal, se enconfré un incremento significativo del indice de
hipertrofia renal y de la proteinuriac con respecto a los animales
controles. Estos resultados indican que el sistema PTHrP/PTHIR podria

desempenar un papel deletéreo en la progresion del dano renal.

14



1.3. Relacién entre la Ang Il y la PTHrP en el Daio Renal

Es bien conocido el importante papel fisiopatoldgico que juega el
SRA en los mecanismos de dano renal [26;54]. Asi, actualmente se
considera al principal agonista de este sistema, la Ang Il, como un factor
de crecimiento capaz de sintetizarse en las células renales y que
promueve la progresion del dano renal [92;120]. En varios modelos
experimentales de fracaso renal agudo, como la nefrotoxicidad por
dcido félico, la isquemia/repercusion y la obstruccidon ureteral unilateral
(OUU), se ha observado una activacion temprana de los componentes
del SRA, incluida la Ang Il [6;20;34;70;76;107;123]. Los antagonistas de la
Ang Il ejercen efectos beneficiosos en la recuperacion del dano rendal
en estos modelos [3;6;34;70;107].

Datos recientes apuntan a la PTHrP como un posible factor
implicado en los mecanismos de dano renal inducidos por la Ang Il. La
administracion exdgena de Ang Il incrementa, a través de su receptor
tipo 1 (ATy), la expresion de PTHrP en células glomerulares y tubulares, asi
como en células de musculo liso vascular, tanto in vivo como in vitro
[77;102;109]. La infusidon sistémica de Ang ll, a dosis que no indujeron
cambios en la presidon arterial, en ratas produjo dano tubular vy fibrosis,
asociados a la sobreexpresion de PTHrP en el parénguima renal [77]. Por
otra parte, la recuperacion de la funcidn renal por antagonistas de la
Ang Il en el fracaso renal agudo por nefrotdxico se asocid a una

normalizacion de la expresion de PTHrP [107].

Como se ha mencionado anteriormente, estas células tienen los
mecanismos necesarios para sintetizar la Ang ll, donde puede actuar de
forma autocrina, paracrina o, incluso, infracrina [6;24;101;114]. De
hecho, la interaccién de la Ang Il intracelular con sus receptores

nucleares puede incrementar la transcripcion génica[39;101]. En este
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sentido, datos recientes de nuestro grupo demuestran que la induccion
de la PTHrP por una dosis nefrotdoxica de dcido félico en células
tUbuloepitelilales depende de la relocalizacion perinuclear del complejo
Ang lI/AT: [107]. EIl mecanismo por el cual la Ang Il aumenta la
transcripcion de la PTHrP en estas células requiere la fosforilacion de ERK
(quinasa de respuesta extracelular) seguida de la activacion del factor
de transcripcion CREB (proteina de unidn a elementos de respuesta a
AMPc) [107]. En conjunto, los datos actuales sugieren que en el dano
renal: 1) la Ang Il es un factor importante en la sobreexpresion de PTHrP;

2) la PTHrP podria contribuir a los efectos deletéreos de la Ang (Fig. 3).

Ang i

W&WMWMM% MZM@

‘ AT, ® @) .PTH1R

CITOSOL
MEK 1/2 ﬂ'
activado Dano renal

NUCLEO

Fig. 3. Posible mecanismo por el que la PTHrP podria mediar las acciones de la Ang II.
MEK = MAP/ERK quinasas 1y 2; CRE= Elementos de respuesta a AMPc
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1.4. Inflamacidén

La inflamacidon es un proceso tisular constituido por una serie de
eventos moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente
a agresiones fisicoquimicas o bioldgicas. En el proceso inflamatorio
destaca, en primer lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a
circunscribir la zona reactiva frente al agente agresor. En segundo lugar,
lo respuesta inflamatoria es inmediata Y, por  fanto,
preponderantemente inespecifica, aunque puede favorecer el
desarrollo posterior de una respuesta especifica. En tercer lugar, el foco
inflamatorio atrae a las células inmunes de los tejidos cercanos, lo que
lleva consigo alteraciones vasculares para favorecer este proceso
migratorio [43;82;119]. De forma esquemdtica, se puede dividir la
inflamacidn en cinco etapas:

1- Sintesis de mediadores. Son moléculas sintetizadas y/o

liberadas bajo la actuacién de determinados estimulos.

2- Una vez liberados, estos mediadores producen alteraciones

vasculares y efectos quimiotdcticos que favorecen la llegada de

células inmunes al foco inflamatorio.

3- Llegada de células inmunes al foco inflamatorio. Proceden

en su mayor parte de la sangre, pero también de las zonas

circundantes al foco.

4- Regulacion del proceso inflamatorio. Como la mayor parte

de las respuestas inmunes, el proceso inflamatorio integra una

serie de mecanismos inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar
el proceso.

5- Reparacion. Esta fase estd constituida por una serie de

sucesos que van a determinar la reparacion total o parcial de los

tejidos danados por el agente agresor o por la propia respuesta
inflamatoria. Si esta fase no prospera, se pasa a una fase de

inflamacién cronica.
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1.4.1 Inflamacion y Rifidn

Los procesos inflamatorios constituyen una etapa critica en la
evolucion del dano renal. Asi, un exceso de respuesta inflamatoria mal
resuelta fras el dano inicial, conduce a una fibrosis progresiva y a la
consecuente pérdida de funcidn renal. Tras el dano, el rindn evoluciona
a través de diferentes fases hacia un estadio terminal de fibrosis (Fig. 4).
En la primera fase (de induccidon), se comienzan a sobreexpresar
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias en el tejido renal danado.
Esto se correlaciona con la migracion de leucocitos circulantes,
mayoritariamente monocitos/macréfagos y  linfocitos T, hacia el
intersticio renal [98] (Fig. 5). Ademds, en la zona tUbulointerticial
comienzan a migrar, activarse y proliferar fibroblastos. Esta activacion
fibrobldstica se induce tanto por la accidén de los leucocitos infilfrados
como por factores secretados por las células tubulares. La segunda fase
tras el dano renal se caracteriza por un aumento de sintesis y deposicion
de matriz extracelular y la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias por
parte tanto de las células infiltradas como por células residentes en el
tejido renal. En la fase final del dano que lleva a la pérdida de la
funcion renal, en la que cesan los estimulos inflamatorios primarios, las
células tubuloepiteliales secretan factores pro-fibrogénicos y continda la

proliferacion de los fibroblastos activados.

1.4.2. Papel de las Células Tubuloepiteliales en la Inflamacion Intersticial
Renal

Las células tubuloepiteliales fienen un papel centfral en el
desarrollo de la inflamacion intersticial en el rindn danado. Asi mismo,
estas células estdn expuestas al dano inducido por la presencia de
proteinuria en las patologias glomerulares. Esta bien demostrado que la

reabsorcion de proteinas asociada a la proteinuria produce toxicidad
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Fase Inicial
Funcién renal normal
Dafio inicial: complejos inmunes, toxinas, estrés mecdnico
Liberacién de quimioquinas por las células renales
Fijacién de las quimioquinas en el endotelio activado
Adhesion de leucocitos

Fase de Progre
Fallo renal crénico

Persistencia del dafio, hipoxia, proteinuria

Mala filtracién

Expresidn continuada de quimioquinas

Pérdida de capilares y descenso en el

anguineo de los capilares peritubulare

declive de la oxigenacién

Funcién renal norma
Finalizacién del dafio i
ediadores antiinflamatorios, | quim
Proliferacién celular, 1 apoptosis
jracién de células inmunes?
estructural preservada
de la funcién renal

Fase Terminal
Uremia

Fibrosis renal y dafio estructural severo
Hipoxia severa

Fig. 4. Esquema de las fases de progresion del dafio renal
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Fig. 5. Esquema general de los procesos de desplazamiento, fijacion,
diapédesis y migracion de los leucocitos que se activan en la inflamacion
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tubular, a la que también contribuyen citoquinas que provienen del
glomérulo danado o del torrente circulatorio. Estos estimulos inducen a
las células fubuloepiteliales a  sintetizar 'y secretar diversas
citoquinas/quimioquinas, tales como proteinas del complemento,
endotelina-1, la proteina quimiotdctica de monocitos (MCP)-1, RANTES
(Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted),
osteopontina y moléculas de adhesion implicadas en el infiltrado

intersticial y en la activacion de los fibroblastos (Fig. 6).

Estrés mecdnico

Citoauinas \ Proteinuria

Quimioquinas (MCP-1, RANTES)

Quimioquinas Células
VCAM-1 bequepafellaIes Facforesé del comp(ljczmemo hierro
ICAM-1 Xpresion osteopontina

Endotelina-1
VCAM-1
\ ICAM-1

Activacién del
Linfocitos T complemento 4 Macréfagos

b
%,

Fibroblastos

Fig. 6 Las células del epitelio tubular tienen un papel clave en la inflamacion
intersticial: estimuladas por proteinuria, citoquinas pro-inflamatorias y estrés mecdnico
responden a su vez con la sintesis y secrecién de factores pro-inflamatorios que estimulan
a leucocitos y fibroblastos.

Componentes del complemento filtrados a la orina pueden ser
activados por las células tubulares [11]. En particular, las proteinas del
complemento C3a y C5a son potentes quimiotdcticos de monocitos.
Ademds, las células tUbuloepiteliales son capaces de sintetizar C3 y C4
tras ser expuestas a proteinas en su zona apical [136]. La ET-1 es también

un factor quimiotdctico de monocitos [148].
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MCP-1 y RANTES son quimioquinas bien caracterizadas en el dano
renal. Ambas pueden ser sintetizadas por las células tUbuloepiteliales y
tanto su blogqueo como el de sus receptores reducen el componente
inflamatorio intersticial, y por tanto mejoran la evoluciéon del dano renal.
La osteopontina es ofro factor que se expresa en las células tubulares y
contribuye al desarrollo del dano renal. Este factor es una molécula de
adhesidon de matriz extracelular que se describid originariamente en
hueso. Animales transgénicos deficientes en esta proteina presentan
menor infilfrado intersticial de macréfagos y deposicion de matriz en el
modelo de OUU [104]. Un aumento en los niveles del ion férrico liberado
por la transferrina, especialmente en la orina acidificada, incrementa la
inflamacion renal [5]. También el estrés oxidativo mediado por hierro
puede inducir la expresion de citoquinas pro-fibrogénicas [100], y la
transferrina por si misma puede ejercer efectos toxicos sobre Ias células
tUbuloepiteliales [19]. Ademds, un aumento de expresion de las
moléculas de adhesion ICAM (intracelular adhesion molecule)-1 vy
VCAM (vascular adhesion molecule)-1 precede al infiltrado intersticial

en el proceso inflamatorio tras el dano renal.

Las células tUbuloepiteliales son también capaces de
responder a las propias citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias,

amplificando asi la respuesta inflamatoria al dano renal [132].

1.4.3 La PTHrP como Citoquina Pro-Inflamatoria

Recientemente se ha sugerido que la PTHrP podria ejercer un
papel mediador de citoquinas pro-inflamatorias, como el factor de
necrosis tumoral o ciertas interleuquinas, en algunas patologias
inflamatorias e inmunes [41]. Asi, se ha observado que la PTHrP se

sobreexpresa en un modelo de endotoxemia y en la artritis reumatoide,
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asociada a la expresion de TNF-a, IL-1p e IL-6 (citoquinas pro-
inflamatorias bien caracterizadas). La endotoxemia letal por choque
séptico se caracteriza por hipotension y fallo multi-orgdnico. En este
contexto, la PTHrP estd incrementada tanto en la circulaciéon como en
los 6rganos afectados. Su efecto hipotensor asi como su relacion con
citoquinas proinflamatorias otorgan a la PTHrP un papel importante en la
progresion de la inflamacién en este modelo de dano. En la artritis
reumatoide, se ha sugerido que los efectos deletéreos del TNF-a y/o la
IL-1B en el cartilago danado podrian estar mediados, al menos en parte,
por la PTHrP. Ademdas, la expresion de IL-6 inducida por la PTHrP en
sinoviocitos y osteoblastos podria contribuir a la alteracion de la
resorcion osea en esta patologia. Asi, la PTHrP podria constituir una

diana de las terapias anti-inflamatorias en la artritis reumatoide [41].

Estudios in vitro han demostrado que la PTHrP activa el factor
nuclear (NF)-kB y la expresion de algunos factores dependientes del NF-
kKB, como la IL-6 en distintos tipos celulares [42;52]. Este efecto parece
implicar tanto la via de PKA como a la PKC, al menos en células
osteobldsticas [52]. En un estudio reciente de nuestro grupo, se ha
observado una colocalizacién de la PTHP y el MCP-1 en células
residentes e inflamatorias en placas de ateroma humanas [60;84;99].
Ademds, en células de musculo liso vascular, la PTHP es capaz de
aumentar tanto la actividad de NF-kB como la expresion de MCP-1[84].
Recientemente, estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han
descrito una asociacion entre el infilfrado de macréfagos en el intersticio
renal y la sobreexpresion de PTHrP en ratones con fracaso renal agudo

inducido por dcido folico [106;113].

Asi pues, teniendo en cuenta la capacidad de la PTHP como
inductor de factores pro-inflamatorios, asi como sus propiedades
vasoactivas, la PTHrP podria jugar un papel importante en los

mecanismos pro-inflamatorios desencadenados tras el dano renal.
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1.4.4 Angiotensina Il e Inflamacion

Actualmente se considera a la Ang Il no solo como un péptido
vasoactivo, sino como una citoquina implicada en la regulacion del
crecimiento celular, la inflamacion vy la fibrosis; todos ellos, procesos que
promueven la progresion del dano renal. En los Ultimos anos, una
diversidad de estudios han demostrado que la Ang Il estd implicada en
los principales eventos y etapas del proceso inflamatorio (Fig. 7)[133].
Asi, la Ang Il incrementa la permeabilidad vascular que inicia dicho
proceso, a través de la liberacion de prostaglandinas (PGs) y del factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), y mediante Ila
reordenacion de proteinas del citoesqueleto [10;110;125]. Ademds, la
Ang Il contribuye al reclutamiento de células inflamatorias a través de la
regulacion de moléculas de adhesion y quimioquinas en células
tUbuloepiteliales, mesangiales, del endotelio vascular y células de
musculo liso vascular [40;67;71;91]. Por ofra parte, la Ang Il participa en
la reparacion y remodelado tisular modulando el crecimiento celular y
la sintesis de matriz [26;92]. Los mecanismos moleculares a través de los
cuales la Ang Il ejerce todas estas acciones implican tanto la activaciéon
de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1, como a otros factores
mediadores: endotelina-1, la proteina Rho (de la familia de proteinas G
pequenas) y especies reactivas de oxigeno generadas por activacion
de la NAD(P)H oxidasa [34;133;137].

1.5. La Obstruccion Ureteral Unilateral como Modelo de Nefropatia

Inflamatoria

Los rinones y el tracto urinario constituyen un sistema vy, por tanto, el
proceso obstructivo puede afectarlo en su totalidad. La nefropatia
obstructiva implica un trastorno en el drenaje de la orina acompanado

de un aumento de la presidn en sistema urinario; responsable de la
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Fig. 7. La Ang II participa en los principales eventos de la respuesta inflamatoria.
PGs=

dilataciéon -hidronefrosis- del rindn y vias urinarias [95]. Estd bien
establecido que este proceso desencadena una rdpida e intensa
respuesta inflamatoria. En este sentido, es interesante mencionar que ya
en 1988 Schreiner y col., utilizando un modelo de nefropatia obstructiva
experimental, describieron un rdpido infiltrado renal de leucocitos que
participan en la fisiopatologia del rindn obstruido por medio de la
produccion de sustancias vasoactivas tales como el tromboxano Aj
[126].
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La nefropatia obstructiva puede dar a lugar a cambios
irreversibles de la estructura renal tales como la fibrosis intersticial, y
puede presentarse en cualquier época de la vida. En los ninos suele
deberse a trastornos congénitos y se observa hasta en el 2-3 % de las
autopsias. Por el contrario, en la edad adulta suele deberse a
enfermedades adquiridas muy diversas entfre las que se puede citar la
litiasis renal. Se presenta hasta en el 4% de las autopsias tanto en
hombres como en mujeres hasta los 20 anos. Entre los 20-60 anos la
incidencia es mayor en mujeres, debido a patologias ginecoldgicas vy el
embarazo. A partir de la sexta década de la vida es en el hombre
donde la incidencia es mayor debida frecuentemente a la patologia
prostatica [69]. Las consecuencias renales de la obstruccion crénica del
tracto urinario -tanto unilateral como bilateral- son complejas y suelen
conllevar el desarrollo de afrofia del parénquima renal, seguido de
fibrosis, con disminucion del nUmero de nefronas, y evolucidon a la
pérdida progresiva de la funcién renal. De hecho, segun el Ultimo
infforme de la sociedad espanola de nefrologia (2005), sélo las
nefropatias congénitas representaron el 2 % de las causas de

insuficiencia renal créonica en Espana [18].

Tras la obstruccion ureteral (OU) se produce una respuesta
hemodindmica (activacion del SRA y vasoconstriccion) y una respuesta
inflamatoria intersticial renal [34]. Se ha demostrado la implicacion de la
activacion del NF-kB y de las MAPKs, como ERK, en estos procesos. Asi,
tras la OUU, la Ang Il activa el NF-kB, que promueve la expresion de
factores pro-inflamatorios (quimioquinas, citoquinas, moléculas de
adhesion, etc) [20;93]. El infiltrado de leucocitos al intersticio renal juega
un papel importante en la progresion del dano renal obstructivo; y su
control farmacoldgico reduce en gran medida el dano renal en esta
sifuacion [7;34]. Tanto la severidad del dano tUbulointersticial como el
grado de infiltrado de leucocitos al intersticio se correlacionan con el

riesgo de progresion hacia un estadio de dano terminal y la pérdida
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funcional del rindn obstruido [141]. El resultado final de una nefropatia
obstructiva severa es una progresiva atrofia tubular y fibrosis intersticial

con pérdida de nefronas.

Esta secuencia de acontecimientos que se desencadenan tras la
OUU es comuUn en humanos y ratones, lo que justifica el uso de estos
roedores como modelo experimental en esta patologia
[21;27;34;104;141]. A pesar de los numerosos estudios clinicos vy
experimentales que han indagado sobre la fisiopatologia de la
nefropatia obstructiva, ain no existen marcadores tempranos de dano
renal que permitan predecir su evolucion, asi como el desarrollo de

dianas terapéuticas especificas en esta patologia [22].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Considerando los hallazgos descritos, que asocian a la PTHrP con
la inflamacidon en diversos sistemas, hipotetizamos la implicacion de esta
proteina en los procesos inflamatorios desencadenados fras el dano
renal. Para rafificar esta hipdtesis, decidimos utilizar como modelo
experimental in vivo ratones con OUU, normales y transgénicos con
sobreexpresion constitutiva de la PTHrP en el tUbulo proximal. Ademds,
planteamos analizar in vitro 1os posibles mecanismos asociados a las
acciones pro-inflamatorias de la PTHrP en las células tubuloepiteliales

renales.
Planteamos los siguientes objetivos especificos:

In vivo.-

1. Estudiar la evolucidn del sistema PTHrP/PTHIR fras el dano
obstructivo.

2. Evaluar la inflamacién asociada a la sobreexpresion de PTHrP en
el indn obstruido.

3. Analizar las consecuencias del bloqueo farmacoldgico de la
PTHrP o del PTHIR sobre el proceso inflamatorio desencadenado
tras la OUU.

4. Determinar el posible papel de la PTHP como mediador pro-

inflamatorio de la Ang Il en esta nefropatia experimental.

In vitro.-
1. Estudiar los mecanismos por los que la PTHrP induce la expresion
de factores pro-inflamatorios en las células tubuloepiteliales.
2. Evaluar los efectos de la PTHrP, directos e indirectos a través de

las células tUbuloepiteliales, sobre la migracién de macréfagos.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Ratones Transgénicos con Sobreexpresion Renal de la PTHrP

Los ratones fransgénicos que sobreexpresan la PTHrP en el rindn
fueron cedidos generosamente por los Dres. A.F. Stewart y A. Garcia
Ocana (Dpto. de Endocrinologia y Metabolismo, Universidad de
Pittsburg, EEUU). Se construyeron utilizando el promotor de la vy-
glutamiltranspeptidasa-l (GGT-I) que confiere especificidad en el tUbulo
contorneado proximal. En la construccion del transgénico se incluyd un
transactivador contfrolado por tetraciclina, que permite la regulacion

reversible de la expresion génica (Fig. 8).

Construccion A Construccion B
I 1 ] ]
Tet
Transactivador X
(tTA) hPTHrP
M T e — I —
66T- I .. sV40 3'UTR tetoX7/CMV h6H 3'UTR
promotor Constitutivo
Doxiciclina

Fig. 8. Esquema de los dos transgenes utilizados para generar ratones con
sobreexpresion constitutiva de PTHrP en el tdbulo proximal. La construccién A contiene
la secuencia de ADNc del promotor GGT-1, el tTA y el 3" UTR del antigeno del SV-40 T, que
genera los ratones transgénicos GGT-1TA con la expresién especifica de la proteina tTA en
las células renales del tibulo proximal. La construccidn B contiene la secuencia de ADNc de
un elemento regulador hibrido compuesto por un operador de tetraciclina heptamerizado
(tetox7) fusionado con un elemento del promotor del citomegalovirus humano (CMV), la
proteina PTHrP (1-141) humana y el 3" UTR de la hormona de crecimiento humana (hGH), que
genera los ratones transgénicos Teto-PTHrP. Los ratones hemicigoticos portadores de la
construccién A se cruzaron con los portadores de la construccion B, y la descendencia que
presente ambas construcciones tendrd una sobreexpresion constitutiva de la PTHrP
localizada especificamente en las células del tdbulo proximal. El tratamiento continuado de
estos ratones con doxiciclina bloquea el operador tetoX7 de la construccién B, anuldndose
la sobreexpresién de PTHrP.
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En primer lugar, se inserté un fragmento de 2,2 Kb perteneciente al
promotor GGT-l delante de la secuencia que codifica para la proteina
de fusion transactivadora tet (tTA) que actia como un activador de la
transcripcion (construccion A). Por ofra parte, el ADNc de la PTHP (1-
141) humana se situd bajo el contfrol de un elemento regulador hibrido
consistente en un operador sensible a tetraciclina heptamerizado
(TetoX7) fusionado a wun elemento inactivo del promotor del
citomegalovirus humano, seguido de las secuencias 3" no traducidas
del gen de la hormona de crecimiento humana (construccion B). Los
animales transgénicos se identificaron mediante PCR del ADN aislado
de la cola del ratéon, usando los siguientes cebadores especificos: tTA
[(5- AACAACCCGTAAACTCGCC-3) y (5-AAATCTTIGC CAGCTITCCC-
37)], hGH [(5-CTACGGGGCTCTACTGCITCAGG-3) y (5-GGCACTG
GAGTGGCAACTICCAAGG-37)] y GAPDH [(5-CGTGGAGTCT ACTGGTGT
CTTCAGC-3) y (5'-GATGGCATGGACTGTGGTCATGAGC-3")], como gen
constitutivo [123]. Para mantener las lineas de transgénicos, éstos se
cruzaron con ratones normales Swiss CD-1. Para inducir la expresion de
PTHrP, los ratones hemicigotos para la construccién B se cruzaron con los
ratones hemicigotos portadores de la construccion A, generando asi los
ratones hemicigotos dobles transgénicos para GGT-{TA y Teto-PTHrP
(PTHrP-TG). La sobreexpresion de la PTHP no indujo cambios
significativos ni en la morfologia ni en la funciéon renal basales; sélo se
observd una leve hipofosfatemia, consistente con los efectos fosfaturicos
de la PTHrP [36].

3.2. Modelo Experimental de OUU
Se utilizaron ratones (hembras y machos) de 25-35 g de peso

corporal (4-8 meses). Los resultados obtenidos en los animales que

sobreexpresan constitutivamente la PTHrP (PTHrP-TG) fueron comparados
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con los animales controles (GGI-1, Teto-PTHrP y CD1) sin sobreexpresion

constitutiva de PTHrP.

La OUU se llevd a cabo mediante ligadura distal del uréter
izquierdo, a fravés de una incision abdominal, con hilo de seda (3/0) en
dos puntos separados del uréter, cortando entre los dos puntos para
prevenir infecciones del tracto urinario (Fig. 9). Los ratones fueron
sacrificados a diferentes dias fras la obstrucciéon, obteniendo tanto el
rnén obstruido como el contralateral. Los rinones de los ratones con
operacion simulada, con el uréter manipulado pero no obstruido,
sirvieron como confroles de la obstruccion. Todas las intervenciones
quirirgicas se llevaron a cabo bajo anestesia. En algunos casos,
previomente a la induccidn del fracaso renal y durante el periodo de
estudio, se administré el andlogo [Asn!0, Leu!!, D-Trp'?] PTHrP (7-34)
amida [PTHrP (7-34)], un bloqueante de PTHIR (35 ug/animal por dia)
(Bachem, Bubendorf, Suiza) por inyeccidon intraperitoneal (i.p.) [87]. En
otros casos, se administraron bloqueantes de los receptores de la Ang I
losartdn (un antagonista del receptor ATi) (10 mg/Kg por dia , i.p.; MSD,
Espana) o PD123319 (un antagonista del receptor ATz) (30 mg/Kg por
dia, s.c.; Sigma, St. Louis, MO), un dia antes de la OUU y diariamente
durante el periodo de estudio. La eficacia de estos antagonistas sobre
el bloqueo del PTHIR o de la Ang Il, en su caso, ha sido comprobada

previamente [34;86;121].

Como ya hemos mencionado en el punto 1, el operador TetoX7
presente en la construccion B del animal transgénico se inactiva en
presencia de tetraciclina [68]. Asi, sometimos a un grupo de ratones
PTHrP-TG a un fratamiento con hidrocloruro de doxiciclina, un andlogo
de la tetraciclina (Sigma) (200 ug/ml, en sacarosa al 4%, en el agua de

bebida) desde una semana previa y durante los 4 dias de obstruccion.
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Se separaron varias porciones tanto del rindn contralateral como
del obstruido; una porcion se fijo en una solucion de PFA al 4% para
andlisis morfoldgico e inmunohistoquimico; otra porcion, para el
aislamiento del ARN total; y el resto del rindn se utilizd para los estudios
de expresion proteica. También se congeld en nitrdgeno liquido una

pequena porcidon de corteza para analizar la actividad de NF-kB (Fig. 9).

¢) °

A

Rifion obstruido

e

a5t

Rifion contralateral

NF-xB

a

=) ARNm

I8) Proteina

Inmunohistoquimica

Fig. 9. Procedimiento quirirgico y obtencion de muestras tanto del rifion obstruido
como contralateral en el modelo de OUU
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3.3. Histologia e Inmunohistoquimica

Las muestras histoldgicas se deshidrataron con concentraciones
crecientes de etanol y xilol y, posteriormente, se incluyeron en parafina.
A continuacioén se realizaron cortes seriados de 2 um de espesor que se
depositaron en portaobjetos tratados con 3-aminopropiltrietoxisilano
(APES)(Sigma) para aumentar la adherencia de los cortes al
portaobjetos. Para valorar las alteraciones morfoldgicas, algunas
secciones de rindn fueron tenidas con hematoxilina/eosina. Los posibles
cambios en la matriz extracelular tras el dano renal se analizaron con
tincion de Masson (Sigma). Para las inmunofinciones, los corfes se
calentaron a 60°C durante 2 h, se enfriaron, y se desparafinaron e
hidrataron mediante banos sucesivos con xilol, etanol absoluto, etanol
96%, etanol 70% y H;O destilada. Tras la hidratacién, los cortes se
sometieron a dos pulsos (2 min) en el microondas a mdxima potencia,
en una solucion de citrato 0,1M, pH 6, para el desenmascaramiento
antigénico. Después, se bloqued la peroxidasa enddgena con HxO2 al
3% durante 30 min. Seguidamente, los cortes se incubaron con suero de
cabra al 1,5% en tampodn fosfato salino (PBS) durante 30 min para el
blogueo de uniones inespecificas. En el caso de la inmunotincion para
el marcador F4/80, el bloqueo se realizd con seroalbUmina bovina (SAB)

al 8% y suero de cabra al 5% en PBS.

Las inmunotinciones se realizaron, segun técnica estandarizada en
nuestro laboratorio [61;77;84;106;107;123], utilizando los siguientes
anticuerpos policlonales (dilucion en paréntesis): anti-CD3 (1:200; Daco,
Glostrup, Denmark), anti-PTHIR Ab-IV (1:200; Covance, Berkeley, CA); o
el anticuerpo monoclonal anti-antigeno F4/80 de monocito/macréfago
de raton (1:50; Serotec, Oxford, RU). Tras toda la noche de incubaciéon a
4°C con su correspondiente primario, los cortes se trataron con un
complejo polimérico de peroxidasa-IgG anti-conejo (Envision+System,
Dako)(CD3) o IgG anti-raton o anti-rata (F4/80) biotinilada seguido del
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complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa (Dako). Algunos cortes se
incubaron sin anticuerpo primario, como control negativo. Las muestras
se revelaron con el cromdgeno DAB. Como contraste, se realizé tincion

con hematoxilina.

Las tinciones fueron evaluadas en 5-10 campos, conteniendo al
menos un glomérulo. El porcentaje del drea tenida para Masson se
evalué de acuerdo con el siguiente criterio semicuantitativo: 0, fincion
negativa; 1, 25% de fincion; 2, tincion enfre un 25y 50%; 3, fincidon entre
un 50y 75%; y 4, por encima del 75%. Las tinciones para F4/80 y CD3 se
evaluaron contando el nimero de células intersticiales tenidas por
campo (x200), y calculando la media para cada animal. En todos los

casos, el resultado final obtenido fue el valor medio de las evaluaciones.

3.4 . Cultivos Celulares

Las células MCT, suministradas por el Dr. Eric Neilson (Universidad
de Pensilvania, PA), son células de tubulo proximal de ratdn que se
aislaron utilizando el marcador especifico 3M-1 de este tipo celular [55] y
que posteriormente fueron inmortalizadas. Se ha observado que esta
linea celular es capaz de generar factores de respuesta inmune y matriz
extracelular [55;57]. Ademds, las MCT responden al fragmento N-
terminal comuUn a la PTH y a la PTHrP [46;106] y expresa el PTHIR [61].
Estas células fueron cultivadas en RPMI 1640 con SFB al 10%, antibidticos
(100 IU/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina) y CO2 al 5% a
37°C. La linea celular de monocitos/macréfagos RAW 264.7 (ECACC
91062702) fue generosamente aportada por el Dr. L. Rivas (Centro de
Investigaciones Bioldgicas, Madrid). Esta linea celular, que expresa
receptores para quimioquinas y diversos factores proinflamatorios
(quimioquinas, TNF e IL-1)[2;103;116], ha sido utilizada previamente para

estudiar los mecanismos de la inflamacion [16;78;127]. Las células RAW
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264.7 se cultivaron en las mismas condiciones anteriormente

mencionadas para las células MCT.

Para la realizaciéon de los experimentos, las células MCT (70,000
células/cm?) y las RAW 264.7 (3x108 células/ml) se incubaron en medio
liore de suero, con o sin PTHrP (1-36), a 0,1-100 nM, durante diferentes
periodos de fiempo. La PTHP (1-36) humana fue donada
generosamente por el Dr. A. F. Stewart. En algunos experimentos, se
anadieron 1 h antes del estimulo con PTHrP (1-36) diferentes inhibidores:
PTHrP (7-34)(1uM); diversos inhibidores de NF-kB [Partenolida (Sigma)(25
UM) y Bay 117082 (Sigma)(25 uM)[128], que previenen la degradacion
de IkB por la inhibicion de la fosforilacion de kB, o carbobenzoxi-L-leucil-
L-leucil-L-leucinal (MG-132) (Calbiochem, San Diego, CA) (10 uM), que
inhibe la actividad del proteosomal]; o el inhibidor de ERK 1/2 U0126
(Promega, Madison, WI)(25uM).

3.4.1 Inmunofluorescencia

Para analizar los cambios en la localizacion celular de la
subunidad pé5 del NF-kB, las células MCT subconfluentes, sembradas
sobre cubreobjetos en placas multipocillo, se estimularon con PTHrP (1-
36) (100 nM) de 15 a 45 min en medio sin suero, con o sin U0126. A
confinuacion, se trataron las células con un fijador comercial
(Merckofix®, MSD). Tras la permeabilizacion con Tritdbn X-100 al 0,1%
durante 20 min, las muestras se bloquearon con BSA al 3% durante 30
min. Se anadio el anticuerpo anti-pé5 (1:75, Santa Cruz) en PBS, con SAB
al 1% (toda la noche a 4°C). Posteriormente se incubaron con una IgG
anfi-ratén marcada con FITC (1:200) en PBS con SAB al 1% durante 1 h.
Para el marcaje de los nucleos se realizdé una incubacion con yoduro de
propidio (3 pg/ml) y RNasa A (0,1 mg/ml) en PBS durante 20min. Tras un

lavado con aguaq, los cubreobjetos se montaron con Mowiol® sobre
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portaobjetos, y se analizd la inmunofluorescencia con un microscopio

confocal Leica DM-IRB.

3.4.2 Migracion Celular

Para andadlizar la actividad quimiotdctica inducida por las MCT,
primero incubamos estas células con diferentes agonistas durante 12 h.
Tras este tiempo, retiramos el medio condicionado (1.300 ul) y lo
depositamos en dos pocillos de una placa P-24. Por otro lado, las células
RAW 264.7 se sembraron en Transwell (5 um de poro; Corning, New York,
NY) a 2x105 células/pocillo (200 ul), depositado en la parte superior de
cada pocillo de la P-24, y se dejaron migrar durante 24 h (Fig. 10).
Ensayos preliminares demostraron que este periodo de tiempo es
adecuado para analizar los efectos de los agonistas sobre |la movilidad

de estas células.

Macréfagos RAW 264.7
(0) 2x105cel (24h)

PTHrP (1-36) (12h)
+

agonistas

Medio condicionado v

Células tabuloepiteliales MCT (=)

Transwell
5 um de poro

Fig. 10. Esquema representativo de un ensayo de migracion utilizando Trasnwells
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Para descartar el posible efecto quimiotdctico de la PTHrP
presente en los medios condicionados de las MCT, tratamos estos
medios con anticuerpos anti-PTHrP (C13, que reconoce la region N-
terminal, y Cé, que reconoce la region C-terminal)(ambos producidos
en nuestro laboratorio) o PTHrP (7-34). También se frataron estos medios
condicionados con anticuerpo  anti-MCP-1  (1:100)(Santa  Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Ademds, evaluamos el efecto directo
de la PTHrP (1-36) sobre la migracion de macréfagos. En el Transwell
sembramos células RAW 264.7 a la densidad utilizada anteriormente y
en el pocillo de la P-24 pusimos medio RPMI con PTHrP (1-36) a diferentes
concentraciones. Para estudiar la implicacion del MCP-1 en la
migracion inducida directamente por PTHrP  (1-36) utilizamos el
anficuerpo neutralizante de esta quimioquina. Las células que migran al
compartimiento inferior se contaron en un citdmetro de flujo FACS

Calibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ).

3.5. Transferencia Western

El tejido renal o los extractos de células renales se
homogeneizaron en Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA T mM, 1% Triton
X-100, 1% deoxicolato sodico, fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 1T mM,
aprotinina 0,8 uM, pH 7,5, y la cuantificacion de la proteina se realizd
mediante el método de Bradford (Pierce, Rockford, IL), utilizando SAB
como estandar. Los exiractos proteicos asi obtenidos (30-60 pg de
proteina), fueron separados en geles de poliacriiomida al 12,5% en

presencia de SDS bajo condiciones reductoras. Las proteinas se
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transfiieron a membranas de nitrocelulosa (GE  Healthcare,
Buckinghamshire, RU), que se bloquearon durante 1 h a 37°C con leche
desnatada al 5% en Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5 (TBS) con Tween-20
al 0,05%. A continuacion, las membranas se incubaron tfoda la noche a
4°C con los siguientes anticuerpos policlonales de conejo: MCP-1 (Santa
Cruz Biotechnology)(1:500); PTHIR (Ab-lIV; Covance, Berkeley,
CA)(1:1.000); PTHrP (C6)(1:500)[36;77;106;107], o los anticuerpos anti-ERK
1/2 y anti-fosfo(p)ERK 1/2 (Thr202/Tyr204)(Cell Signaling Technology;
Beverly, MA) (1:2.000). Como control de carga se utilizd un anticuerpo
anti-B  actina  (1:1.000) o anti-a tfubulina (1:10.000)(Santa Cruz
Biotechnology). Las membranas se incubaron con una IgG anti-conejo o
anfi-ratdn conjugadas con peroxidasa. Posteriormente, se reveld por
quimioluminiscencia (Sistema ECL, GE Healthcare). Las bandas
correspondientes  del fluorograma  fueron  cuantificadas  por
densitometria mediante el programa Molecular Dynamics Image Quant

3.3.

3.6. Andlisis por PCR a Tiempo Real

El ARN total se qisld con Trizol (Invitrogen, Groningen, Holanda), y
la expresion génica se analizd mediante PCR a tiempo real siguiendo un
protocolo estandarizado en nuestro laboratorio [34]. Brevemente, 4 ug
de ARN se sometieron a transcripcion inversa, usando oligonucledtidos
aleatorios y la transcriptasa inversa modificada MMLV (Superscript |l, Life
Technologies, Rockville, MD), durante 2 h a 37°C, para la obtencidon del
ADNc. La PCR a tiempo real se llevd a cabo en un sistema ABI 7500
(Applied Biosystems, Foster City, CA) usando una polimerasa activada

por calor TagDNA (Amplitag Gold, Applied Biosystems, Foster City, CA),
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asi como cebadores especificos de ratdbn  para:  PTHrP
(Mm00436057_m1); PTHIR (Mm00441046_m1); MCP-1 (Mm00441242_m]1);
RANTES (Mm01302428_m1); IL-6 (MmM00446190_m1); ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule-1) (Mm00516023_m1); y el receptor de MCP-1, CCR2
(MmM99999051_gH), y sondas TagMan MGB correspondientes, obtenidos
de Assay-by-Designs™ (Applied Biosystems). Después de una incubacion
inicial de 2 min a 50°C y otros 10 min a 95°C, las muestras se sometieron
a 40 ciclos de: 95°C durante 15 sy 60°C durante 60 s. El ARNr 18S se utilizd
como gen enddgeno amplificado en paralelo a los genes de interés. Los
resulfados se expresaron como niveles de expresion de cada gen de
interés (una vez normalizados frente a los de la 18S) en cada condicidon
experimental, respecto al control correspondiente [2-ACt; El ciclo umbral
(threshold cycle) (Ct) representa el ciclo de PCR en el cual el programa
del equipo ABI 7500 detecta por primera vez un incremento apreciable
de la fluorescencia sobre la senal basal. ACt = Ct (gen de interés) — Ct
(control endégeno 18S)]. Todas las determinaciones se realizaron por

duplicado.

3.7. Determinacion de la Actividad de NF-kB mediante Ensayo de
Retardo de Movilidad Electroforética (EMSA)

Para analizar la actividad de NF-kB in vivo, las porciones de rindn
congeladas se pulverizaron y resuspendieron en: HEPES 20 mM, pH 7,6,
NaCl 350 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 0,1 mM, ditiotreitol TmM y PMSF 0,5 mM

en agitacion durante 30 min. Tras centrifugar a 40,000xg durante 30 min
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a 4°C, se recogio la fracciéon soluble. Los extractos celulares obtenidos
(80 ug de proteina) fueron incubados con el oligonucledtido consenso
de NF-kB (5-AGTTGAGGGGACTITCCCGGC-3"; Promega) marcado con
[y-32P]-ATP.

Para determinar la actividad de NF-kB in vitro, se prepararon
extractos proteicos nucleares de las células MCT tratadas a diferentes
tiempos con PTHrP (1-36) 100 nM, en presencia o ausencia de U0126 (25
uM). Tras la estimulacion, las células se cenfrifugaron a 5.000xg durante
10 min. El precipitado celular se resuspendid en 100 ul de Triton al 0,1%
en PBS y se centrifugd a 3.000xg durante 10 min. El precipitado, que
corresponde a la fraccion nuclear, se lisé con: HEPES 20 mM, pH 7.9,
NaCl 0,4 M, EDTA T mM, EGTA 1 mM, PMSF 0,2 mM, aprotinina 1,4 uM, y
se congeld a -80°C. Los extractos nucleares (4 ug de proteina) se
incubaron con 200.000 dpm del oligonucledtido marcado descrito
anteriormente en Tris-HCI 10 mM (pH 7.9), NaCl 50 mM, MgCl, TmM, EDTA
0,5 mM, glicerol al 4% y Tug de poli (dI-dC), en un volumen final de 15-20
ul durante 10-15 min a 4°C. Los complejos de ADN-proteina de las
muestras in vivo e in vitro se resolvieron en geles de poliacrilamida al 5%
en tampon de electroforesis Tris-ac. boérico/EDTA (TBE) 0,25x. Los geles se

secaron y se expusieron a peliculas radiosensibles.

Como control de especificidad de la reaccidn, los extractos de
rinén total (a los 4 dias de obstruccion) o los extractos nucleares de las
MCT [a los 30 min de estimulacion con PTHrP (1-36)] se preincubaron con
un exceso (100 veces) del oligonucledtido del NF-«xB sin marcar. Para
caracterizar las proteinas del complejo NF-kB-ADN, estos extractos
nucleares se preincubaron durante 1 h a 4°C con 2 ul del anticuerpo

anti-pé5 citado o de un anticuerpo anti-p50 (Santa Cruz Biotechnology).
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3.8. Andilisis Estadistico

Los resultados descritos se han expresado como media + EEM. El
efecto de los diferentes factores a lo largo del tiempo en el estudio in
vivo, y las curvas de tiempo y de dosis-respuesta de la PTHrP (1-36) de los
tratamientos in vitro, se evaluaron por andlisis de varianza seguido de la
prueba de Dunnett. La prueba de Mann Whitney (comparacion no
paramétrica entre dos muestras) se utilizd para analizar las diferencias
entre los animales PTHrP-TG vy los confroles correspondientes, asi como el
efecto de los diferentes antagonistas in vivo. Esta prueba se utilizd
también para analizar el efecto de los diferentes inhibidores en los
experimentos in vitro. Se considerd una significaciéon estadistica cuando
p<0,085.
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4. RESULTADOS

4.1. Expresion de PTHrP y su Receptor PTH1R tras la Obstruccion Ureteral

Unilateral

Como se ha descrito en la literafura, fras el dano isquémico o
dano renal agudo por nefrotoxicidad, la sobreexpression de PTHrP se
acompana de una disminucion de los niveles de PTHIR [41;77;106]. En
este estudio, utilizando unos cebadores especificos de la PTHrP de raton,
enconframos que la expresion génica de la PTHrP enddgena se
incrementa de forma similar y significativa en los rinones obstruidos tanto
de los ratones control como PTHrP-TG entre los 2- 6 dias (Fig. 11A). Hay
que tener en cuenta que Ila PTHP que se sobreexpresa
constitutivamente en estos Ultimos ratones proviene del transgén
humano vy, por tanto, el ARNm que codifica no es detectable por los
cebadores, especificos de ratdn, utilizados. A nivel proteico, utilizando
un anticuerpo que reconoce tanto la PTHrP de ratdbn como humana,
también se observa un aumento de PTHrP tras la obstruccion, pero en
este caso, dicho aumento es superior en los animales tfransgénicos (Fig.
11B) [106]. Con respecto a los niveles de PTHIR, no encontramos
variaciones ni a nivel de ARNm (Fig. 11A) ni de proteina (Fig. 11B), en los
rinones obstruidos de ambos tipos de ratones estudiados. Teniendo en
cuenta las variaciones de PTHIR que se han observado en oftros
modelos de dano renal [36;61;72;106;107], decidimos confirmar este
resulfado mediante inmunohistoquimica. Con esta técnica pudimos
apreciar una inmunotfincion positiva para PTHIR fubular, tanto
basolateral (flechas) como en el borde en cepillo (cabezas de flecha)

(Fig. 12), inalterada tras la OUU, en ambos tipos de ratones.
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Fig.11. Evolucion de la expresion de PTHrP y PTHIR en el rifion obstruido de ratén. La
expresion génica de PTHrP y PTHIR (A) se evalué mediante PCR a tiempo real, utilizando
cebadores especificos de raton (r), tanto en los rifiones con operacion simulada (sham) como en
rifiones con 2-6 dias de obstruccién, obtenidos de ratones controles y ratones con
sobreexpresion constitutiva de la PTHrP humana (PTHrP-TG). No se observaron diferencias en
la sobreexpresion génica enddgena de la PTHrP entre los dos tipos de ratones tras la OUU. Por
otro lado, la expresién proteica de PTHrP y PTHIR (B) se determind, en estos mismos animales,
por transferencia western con anticuerpos que reconocen la PTHrP y PTHIR tanto de ratén
como humana. Se puede observar como los animales PTHrP-TG tienen niveles proteicos basales
superiores a los de los animales controles, y dicha diferencia se mantiene a lo largo del periodo
de estudio. Con respecto al PTHIR, no se observaron diferencias entre ambos tipos de ratones,
tanto a nivel génico como proteico. Se muestran geles representativos de la expresién proteica
de PTHrP y PTHIR, utilizando como control de carga la a-actina. Los valores experimentales son
la media + EEM de 4-6 ratones por grupo y por cada periodo de tiempo. *p<0,01 vs valor de los
ratones controles correspondientes; °p<0,01 vs valor Sham correspondiente. U.A.= Unidades
arbitrarias.
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Control

PTHIP-TG

Fig. 12. Inmunotincion de PTHIR en el rifion de ratén. Inmunohistoquimica de PTHIR en
rifiones representativos de animales controles y PTHrP-TG, sometidos a operacién simulada
(Sham) u OUU, a 4 dias (ampliacién original x400). No se observaron cambios en los niveles
de PTHIR ni con la obstruccion ni entre ambos tipos de animales. Se puede apreciar una
tincion positiva para el PTHIR basolateral (flechas) y en el borde en cepillo (cabezas de
flecha) de las células tubulares.

4.2. Estudio Morfolégico del Rinén Obstruido

En este estudio, coherente con trabajos previos [36;106], no
observamos diferencias histomorfolégicas entre los animales control vy
los PTHrP-TG en condiciones basales. No obstante, las tinciones de
hematoxilina/eosina y Masson a diferentes tiempos de la obstruccion
mostraron que los ratones con sobreexpresion de PTHrP presentaron un
significativo incremento de la atrofia y fibrosis tUbulointersticial

acompanado de mayor dano del epitelio tubular (Fig. 13).
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Fig. 13. Estudio de los cambios en la histomorfologia renal tras la OUU en ratones. En
los paneles superiores se muestran tinciones de hematoxilina/eosina (izquierda) y Masson
(derecha) a 4 dias tras la obstruccion en ratones controles y PTHrP-TG. Las grdficas
inferiores representan la evolucion de la fibrosis intersticial y de la atrofia tubular hasta 6
dias en los rifiones obstruidos de animales controles y PTHrP-TG. Los valores de la
cuantificacién de la tincién de Masson son la media + EEM de 4-6 animales por grupo y
condicion. *p<0,01 vs valor correspondiente de los animales controles. °p<0,01 vs valor del
sham correspondiente. N.D.= no detectado.

4.3. La Respuesta de las Células Inflamatorias Intersticiales Renales esta
Relacionada con la Sobreexpresion de PTHrP tras la Obstruccion Ureteral

Unilateral

En condiciones basales, tanto los ratones controles como los
PTHrP-TG mostraron un nUmero reducido de monocitos/macréfagos y
linfocitos T (detectados por inmunotfincion con F4/80 y CDg3,
respectivamente) en el intersticio renal. Sin embargo, a 4-6 dias tras la

obstruccion, observamos un gran incremento del infitrado de
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macréfagos en el intersticio renal en ambos tipos de ratones, siendo
mayor en los animales PTHrP-TG (Fig. 14A). Ademds, el nUmero de
linfocitos T intersticiales también fue mayor en los animales PTHrP-TG ya a
los 2 dias tras la OUU, alcanzando valores similares en ambos tipos de

animales al dia é (Fig. 14B).
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Fig. 14. Evolucion del infiltrado de leucocitos en el rifion obstruido de animales
controles y PTHrP-TG. En los paneles superiores se muestran fotografias representativas
de la inmunotincién para F4/80 (a los 4 dias de obstruccién) (izquierda) y €D3 (a los 2 dias
de obstruccion) (derecha) en cortes de rifién de ratones controles y PTHrP-TG
(magnificacidn original, x200). En las grdficas inferiores se puede observar la evolucién de
la tincién para F4/80 (izquierda) y CD3 (derecha) hasta 6 dias de obstruccidn. Los valores
de la cuantificacién de células positivas son la media + EEM de 4-6 animales por grupo y por
tiempo. *p<0,01 vs valor control correspondiente. °p<0,01 vs valor sham correspondiente.
Contra = Rifién contralateral.
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4.4. La Sobreexpresion de PTHrP en el Rinén Obstruido de Ratéon se
Asocia con un Incremento tanto de la Activacion de NF-kB como de la

Expresion de Citoquinas y Quimioquinas Proinflamatorias

Se sabe que NF-kB tiene un papel central en la respuesta
inflamatoria tras la OUU como mediador de la sobreexpresion de
citoquinas y quimioquinas proinflamatorias [34;97]. En el presente
estudio, los niveles de activacion de NF-kB fueron similares en los rinones
no obstruidos, tanto en los animales PTHrP-TG como en sus controles. Sin
embargo, a los 4 dias tras la OUU, encontramos niveles elevados de esta
actividad en los extractos de los rinones obstruidos de ambos tipos de
ratones, siendo mayores en los PTHrP-TG. No se apreciaron diferencias
significafivas en los niveles de activacion de NF-kB en los rinones

contralaterales de ambos tipos de ratones (Fig. 15).

Es conocido que tras la OUU se desencadenan una serie de
acontecimientos que llevan a la sobreexpresion de citoquinas y
guimioquinas proinflamatorias, asi como de moléculas de adhesion, que
favorecen el infiltrado de células inflamatorias en el rindn obstruido [141].
En el presente estudio, observamos una mayor expresion renal de MCP-1
(a nivel proteico) y de su receptor CCR2, asi como de RANTES e IL-6 (a
nivel génico) en rinones no obstruidos de los ratones PTHIP-TG en
relacion a la de los animales controles (Fig. 16). Tras la obstruccién se
observd un incremento progresivo del ARNm de CCR2 y de RANTES, asi
como de los niveles de proteina de MCP-1 en ambos tipos de ratones en
el periodo de estudio, siendo estos niveles superiores en los PTHrP-TG con
respecto a los de los animales controles (Fig. 16, A-C). Ademds,
observamos que los niveles de ICAM-1 alcanzaron un méximo a 2 dias,
manteniéndose dicho valor en los animales transgénicos y decayendo
en los confroles a lo largo del periodo de estudio (Fig. 16D). Por otra

parte, enconframos un incremento rdpido y fransitorio de la expresion

56



génica de IL-6 tras la OUU, siendo ese incremento mds acusado en los
ratones PTHrP-TG (Fig. 16E).
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Fig. 15. Cambios en la activacion de NF-kB en el rifion obstruido de ratones
controles y PTHrP-TG. La activacién de NF-kB se determiné por EMSA en extractos
de rifién total de ambos tipos de ratones sometidos a OUU durante 4 dias, utilizando
como control de activacién animales con operacion simulada (sham). Se muestra un gel de
EMSA representativo (panel superior). Los valores densitométricos son la media + EEM
de 4 animales por grupo (panel inferior). °p<0,01 vs valor del sham o del rifién
contralateral correspondiente. *p<0,01 vs valor control correspondiente. U.A. = Unidades
arbitrarias; Contra = Rifién contralateral.
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representativo) (A), y expresién génica de
CCR2 (B) RANTES (C), ICAM-1 (D) e IL-6 (E)
(por PCR a tiempo real) en el rifion de ambos
tipos de ratones hasta 6 dias de obstruccién
y en los animales Sham. Los valores
experimentales son la media + EEM de 4-6
animales por grupo y por cada fiempo.
*p<0,01;**p<0,05 vs valor control
correspondiente. 9p<0,01 vs valor sham
correspondiente. U.A. = Unidades arbitrarias.
E a
*
200 7
2:‘ 160 -
2
e 120 -
7
< 80 1
K
o 401
*k
0 -
Sham 2d 4d 6d
ouu



4.5. La Modulacién Farmacolégica de PTHrP Reduce el Componente

Inflamatorio en el Rindn Obstruido de Ratén

En los animales PTHrP-TG, la sobreexpresion de PTHrP estd
supeditada a la transactivacidon del operador tetoX7 y esa
transactivacion puede ser blogueada con doxiciclina, como se ha
explicado en el apartado 1 de la intfroduccion. Asi pues, fratamos a un
grupo de animales PTHrP-TG con este antibidtico, a una dosis efectiva
(200 pug/ml) para el bloqueo del promotor constitutivo que regula la
sobreexpresion de la PTHrP [68;106]. Al anular esta sobreexpresion con
este tratamiento, observamos una reduccion de los niveles de PTHrP en
el animal PTHrP-TG hasta los de los ratones controles (datos no
mostrados) [36;106]. Ademds, esta disminucion de PTHrP en los animales
PTHrP-TG causada por la doxicliclina se acompand de una bajada de
actividad del factor NF-kB (Fig. 17A) y de la expresion génica de CCR2,
RANTES e ICAM-1 (Fig. 17B), hasta valores similares a los de los animales

controles tras 4 dias de obstruccion.

Por otra parte, quisimos determinar los efectos del bloqueo de la
PTHrP en la inflamacién renal de los animales controles tras la OUU. Para
ello, tratamos estos ratones con el péptido PTHrP (7-34) —un bloqueante
del PTHIR [86;87;106]- desde un dia antes de la operacion vy
continuando con el tratamiento durante los 4 dias de obstruccion. Este
tratamiento produjo una disminucidn significativa en el nUmero de
monocitos/macréfagos y de linfocitos T intersticiales en el rindn obstruido
respecto a los de los ratones no tratados (Fig. 18A). Esta disminucion se
asocio a unos menores niveles de las quimioquinas MCP-1 y RANTES en el

rinén obstruido de los animales tratados (Fig. 18B).

Se ha descrito previamente que el losartdn, un blogqueante del

receptor AT de la Ang Il inhibe la sobreexpresion de PTHrP inducida por
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Figure 17A. Normalizacion de los niveles de factores proinflamatorios en los animales
PTHrP-T6G tratados con doxiciclina. (A) La activacién de NF-kB se determiné por EMSA a
partir de extractos de rifién total de ambos tipos de ratones sometidos a OUU durante 4
dias u operacién simulada (sham). Se muestra un gel de EMSA representativo (panel
superior). Como control de especificidad, extractos celulares se preincubaron con un
exceso de oligonucleétido de NF-kB no marcado durante 10 min a 4°C antes de afiadir el
marcado. Los valores densitométricos son la media + EEM de 4 animales por cada grupo
(panel inferior). °p<0,01 vs valor sham o contralateral correspondiente. *p<0,01 vs valor
control correspondiente y tratado con doxiciclina. U.A. = Unidades arbitrarias. Doxi =
Doxiciclina
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Fig. 17B. Normalizacion de los niveles de factores proinflamatorios en los animales PTHrP-
TG tratados con doxiciclina. Mediante PCR a tiempo real se determinaron las variaciones de
expresion de factores proinflamatorios en animales PTHrP-TG tratados con doxiciclina.
Observamos que este tratamiento reduce los niveles de CCR2 (izquierda), RANTES (derecha) e
ICAM-1 (centro) en el rifién obstruido de los ratones PTHrP-TG hasta equipararse a los de los
controles correspondientes. Los valores experimentales son la media + EEM de 4-6 ratones por
grupo. *p<0,01 vs valor control correspondiente; °p<0,01vs Sham correspondiente; °p<0,01 vs
PTHrP-TG sin doxiciclina. U.A. = Unidades arbitrarias.
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Fig. 18. Efecto del tratamiento con un antagonista del PTHIR sobre el proceso
inflamatorio en el rifion obstruido de ratones controles. Se evaluaron tanto el nimero de
macrdéfagos (identificados por células F4/80 positivas) y el de linfocitos T (identificados por
células positivas de CD3) intersticiales (A), asi como la expresion proteica del MCP-1 (por
transferencia western; se muestra un autoradiograma representativo) y la expresion génica de
RANTES (por PCR a tiempo real) (B) en el rifionh obstruido de ratones controles con y sin
tratamiento con el antagonista PTHrP (7-34), a 4 dias de OUU. Los valores experimentales son
la media + EEM de al menos 4 animales por grupo. °p<0,01 vs valor sham. *p<0,01;**0,05 vs rifién
obstruido sin tratamiento ( - ). U.A. = Unidades arbitrarias.
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la Ang Il en el rindn de rata [77;107]. En este estudio, encontramos que
este antagonista, en contraste con el antagonista del AT, PD123319,
previno la sobreexpresion de PTHrP  en los rinones obstruidos de los
ratones controles (Fig. 19A). El tratamiento combinado de ambos
antagonistas tuvo los mismos efectos que el tratamiento solo con
losartdn. De forma coherente con estudios publicados previamente
[34], el losartdn disminuyd significativamente la respuesta inflamatoria —
evaluada por contaje de células positivas para F4/80 y por la expresion

proteica de MCP-1- fras el OUU en los ratones controles (Fig. 19, By C).

Hay que destacar, sin embargo, que en los animales PTHrP-TG el
tratamiento con el losartdn no fue tan efectivo en esta reducciéon de la
inflamacion en el rindn obstruido. Asi, observamos una menor
atenuacion del niUmero de macréfagos intersticiales en los ratones
PTHrP-TG, en comparacion con la de los ratones controles fras el
tratamiento con losartan (Fig. 19B). Ademds, no hubo diferencias
significativas entre los niveles de MCP-1 en los rinones obstruidos de los

animales PTHrP-TG fratados y no fratados con losartan (Fig. 19C).
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Fig. 19. Efecto de antagonistas de la Ang II sobre la expresion de PTHrP y las
alteraciones inflamatorias en los rifiones obstruidos de ratones controles y PTHrP-TG.
(A) Expresidn génica de la PTHrP enddgena en el rifion obstruido de ratones controles (por
PCR a tiempo real) con o sin tratamiento con antagonistas del receptor AT; (losartdn), AT,
(PD123319), o ambos, a los 2 dias de OUU. Tanto en los animales controles como en los
PTHrP-TG, con o sin tratamiento con losartdn, se evaluaron el nidmero de macrdéfagos
intersticiales (identificados por inmunotincion con F4/80) (B) y los niveles proteicos de
MCP-1 (se muestra un autoradiograma representativo) (C). Los valores experimentales son la
media + EEM de al menos 4 animales por grupo y condicién experimental. °p<0,01 vs sham
correspondiente. *p<0,01 vs rifién obstruido sin tratamiento. U.A. = Unidades arbitrarias.
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4.6. Papel de la Activacion de NF-kB y de las Quinasas Reguladoras de
Senales Extracelulares (ERK) en los Mecanismos Pro-inflamatorios

Inducidos por la PTHrP en Células Tubuloepiteliales de Ratén

Las células tubulares son capaces de producir citoquinas vy
quimioquinas proinflamatorias que promueven el infiltrado de leucocitos
tras el dano renal [20]. Por ello, para estudiar mds a fondo los
mecanismos implicados en la progresion de la inflamacion renal
asociada a la sobreexpresion de PTHrP en el rindn obstruido, realizamos
una serie de experimentos in vitro ufilizando cultivos de células
tUbuloepiteliales de raton MCT. Para el estudio de la influencia de la
PTHrP sobre la activacion de NF-kB utilizamos en primera instancia la
técnica de microscopia confocal. Pudimos observar que, en estas
células, la PTHrP (1-36), de forma dependiente de la dosis, induce la
translocacion de la subunidad activadora del NF-kB pé5 del citoplasma
al nucleo alos 30 min (Fig. 20, A y B respectivamente). Para corroborar la
asociacion de esta translocacion con la activacion del NF-kB, utilizamos
la tecnica de EMSA, usando extractos nucleares de células MCT
tratadas con PTHrP (1-36) (100 nM) a diferentes fiempos. Con esta
técnica pudimos observar una mayor afinidad de NF-kB por el ADN a los
20-30 min tras la estimulacion con la PTHrP (1-36) (Fig. 21A). En ambos
tipos de experiencias (confocal y EMSA) se pretrataron células MCT con
un inhibidor de la activacién de ERK, U0126, 1h antes de anadir la PTHrP
(1-36). Este pretratamiento inhibid tanto la translocaciéon de pé5 al
nucleo como la activacion de NF-kB observada por EMSA (Fig. 20A vy
21A). Estos resultados sugieren que la activacion de NF-kB inducida por
la PTHrP (1-36) podria estar mediada por ERK. En este sentido, utilizando
transferencia Western, observamos que la PTHrP (1-36) es capaz de
inducir la fosforilacion de ERK de forma répida (5 min) y transitoria en las
células MCT (Fig. 21B).
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Fig. 20. La PTHrP (1-36) induce la translocacion de la subunidad p65 de NF-kB al nicleo
en células tibuloepiteliales de raton. (A) Las células MCT, sembradas de placas multipocillo y
depletadas de suero, se trataron o no con PTHrP (1-36)(100nM) durante diferentes periodos de
tiempo. En una de las condiciones, a parte del tratamiento con PTHrP, las células se pretrataron
con UO126 (inhibidor de la fosforilacién de ERK) 1h previa a la estimulacion con PTHrP. (B) Otro
grupo de MCT se traté con diferentes dosis de PTHrP (1-36) mantenidas durante 30min. La
inmunofluorescencia se realizé con una doble tincién, para los nicleos [con ioduro de propideo
(IP); rojo] y para la deteccién de la p65 se utilizé una Ig6 especifica marcada con isotiocianato
de fluoresceina (verde). La superposicion de ambas imdgenes, rojo y verde, produce un tono
anaranjado en los lugares de colocalizacion en la MCT, denotando la presencia de una intensa
fluorescencia de p65 en el niicleo de las células tratadas con PTHrP (1-36) durante 30min. El
pretratamiento de las MCT con el U0126 (25uM) inhibid los efectos de la PTHrP (1-36) (A). Las
imdgenes mostradas, representativas de 3 experimentos independientes, se obtuvieron mediante
la técnica de confocal.
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Fig. 21A. Activacion de NF-kB y ERK inducida por la PTHrP (1-36) en las células
tdbuloepiteliales MCT. Mediante la téchica de EMSA observamos que la PTHrP (1-36), a
100nM, indujo la activacién de NF-kB alcanzando su mdximo entre 20 y 30 min. Cuando las
células se pretrataron con el inhibidor de ERK, U0126, la PTHrP no era capaz de activar
NF-kB. Se utilizaron como control de banda extractos nucleares, de células estimuladas con
PTHrP durante 30min, tratados con anticuerpos anti-p65 y anti-p50, observdndose en
ambos casos una disminucién en la intensidad de la banda. El dltimo carril corresponde a
extractos nucleares de células estimuladas con PTHrP durante 30min que han sido
incubadas con un exceso de oligo frio, dando como consecuencia una reduccién en la
intfensidad de la banda correspondiente a NF-kB. Los valores experimentales son la media +
EEM de 3 experimentos independientes y en duplicado. *p<0.01 vs valor basal. “p<0.01;
®p<0.05 vs valor correspondiente a PTHrP (1-36) 20-30 min. U.A. = Unidades arbitrarias.
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Fig. 21B. Activacion de NF-kB y ERK inducida por la PTHrP (1-36) en las células
tdbuloepiteliales MCT. La PTHrP (1-36) indujo la fosforilacién de ERK de forma rdpida
(Bmin) y transitoria. La forma fosforilada de ERK se detecto por fransferencia western
utilizdndose como control el ERK total. Los valores experimentales son la media + EEM de 3
experimentos independientes y en duplicado. *p<0.01 vs valor basal. °p<0.01; ®p<0.05 vs valor
correspondiente a PTHrP (1-36) 20-30 min. “p<0.01 vs valor correspondiente a PTHrP (1-36)
5 min.

Observamos que Ila PTHrP (1-36), en el mismo rango de
concentracién y periodo de tiempo que acabamos de mencionar,
también induce la sobreexpresion de MCP-1 y RANTES en las células
MCT. Asi, encontramos que la PTHrP (1-36) (100 nM) induce la expresion
de MCP-1 y RANTES, con un mdaximo entfre 30 min y 1h de estimulacion
(Fig. 22A y B). La induccion de estas dos quimioquinas depende de la
dosis de este péptido, encontrando su maximo efecto a 100 nM (Fig.
22A 'y B). El antagonista PTHrP (7-34), a 1 uM, inhibié este efecto de la
PTHrP (1-36) sobre la estimulacion de MCP-1 y RANTES (Fig. 22A vy B).
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Fig. 22. La PTHrP (1-36) es capaz de inducir, de forma transitoria y dependiente de
la dosis, la expresion génica de MCP-1 y RANTES en células tibuloepiteliales MCT.
Los niveles de expresion génica de MCP-1 (A) y RANTES (B) se evaluaron por PCR a tiempo
real. En las grdficas de la izquierda se muestran los cambios con respecto al tiempo en
niveles de  ARNm de MCP-1 (A) y RANTES (B) tras la estimulacion con PTHrP (1-36) (a
100nM). En algunos experimentos, las células se pretrataron con PTHrP (7-34) (1 uM) 1 h
previa a la adicion de la PTHrP (1-36) (A y B). En las grdficas de la derecha se muestra la
variacién de expresion de MCP-1 (A) y RANTES (B) dependiente de la dosis utilizada de
PTHrP a 1 hora estimulacién. Los valores experimentales son la media + EEM de 3
experimentos independientes y en duplicado. *p<0,01; **0,05 vs valor basal. %p<0,01; °0,05
vsvalor PTHrP (1-36) 10 nM. U.A. = Unidades arbitrarias.
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Teniendo en cuenta estos resultados, nos planteamos ratificar el
papel tanto de ERK como del factor de transcripcion NF-kB como
mediadores de los efectos de la PTHrP (1-36) sobre la expresion de varios
factores proinflamatorios en las células tubuloepiteliales. Para ello,
sometimos a estas células a un pretratamiento con varios inhibidores de
NF-kB (partenolide, MG-132 o Bay 117082) y ERK (U0126) Th antes de
estimularlas con la PTHrP (1-36). Observamos que en todos los casos, el
pretratamiento redujo significativamente el efecto estimulador de la
PTHrP (1-36) sobre la expresion de MCP-1 y de RANTES, y abolid la
sobreexpresion de CCR2 y de IL-6, en las células MCT (Fig. 23).
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Figure 23. Efecto de los diferentes inhibidores de la expresion de factores
proinflamatorios inducidos por PTHrP (1-36) en células MCT. Las células se trataron con
PTHrP (1-36) (100 nM) durante 1 h. Los niveles de ARNm de MCP-1 (A), RANTES (B), asi como
de IL-6 y CCR2 (C) se evaluaron por PCR a tiempo real. Los diferentes inhibidores de NF«B
[MG-132 (10 pM), Bay 11-7082 (25uM) y partenolide (25 pM)], el inhibidor de ERK U0126 (25
UM), o PTHrP (7-34) (1 uM), se afiadié 1 h antes de afiadir el péptido PTHrP (1-36). Los valores
experimentales son la media + EEM de 3 experimentos independientes y en duplicado. °p<0,01
vs valor basal. *p<0,01 vs valor de tratados con PTHrP (1-36) sin inhibidores. U.A. = Unidades
arbitrarias.
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4.7. LA PTHRP (1-36) ESTIMULA LA MIGRACION DE MACROFAGOS DE
RATON RAW 264.7 DIRECTA O INDIRECTAMENTE A TRAVES DE LAS CELULAS
TUBULOEPITELIALES

Para estudiar la actividad pro-inflamatoria inducida por la PTHrP
(1-36) a fravés de su interaccion con las células tubuloepiteliales,
utilizamos medios condicionados (MC) por las células MCT durante 24 h.
Observamos que estos medios condicionados fras el tfratamiento de las
células MCT con PTHrP (1-36) (MC-PTHrP) inducen significativamente la
movilidad de las células Raw 264.7 (Fig. 24A).
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Fig. 24A. La PTHrP (1-36) induce la migracion de las células Raw 264.7 in vitro. Las
células MCT, depletadas de suero, se expusieron o no a PTHrP (1-36) (100 nM) en presencia
o nho de diferentes inhibidores durante 12h. De los medios condicionados (MC) resultantes
de los tratamientos anteriores se testé su actividad quimiotdctica sobre las células RAW
264.7, segln se ha descrito en el texto. Observdndose como los medios condicionados con
PTHrP (1-36) tenian un claro efecto quimiotdctico sobre las células RAW264.7 que se
inhibia completamente en los casos en que las MCT habian sido tratadas con PTHrP (7-34),
los inhibidores de NF-kB o ERK. En todos los casos se utilizaron los factores a las mismas
concentraciones que las descritas en la Fig. 23. Los valores experimentales son la media +
EEM de al menos 3 experimentos independientes y en duplicado. °p<0,01 vs valor basal.
*p<0,01 vs valor de migracién del MC con y sin inhibidores. °p<0,01 vs valor de MC-PTHrP sin
inhibidores (-). U.A. = Unidades arbitrarias

72



Migracion celular (U.A.)

MC -PTHrP (1-36)

Fig. 24B. La PTHrP (1-36) induce la migracion de las células Raw 264.7 /n vitro. Los
medios condicionados obtenidos del tratamiento con PTHrP (1-36) de las MCT, una vez
recogido, se tratan con PTHrP (7-34) (1 uM), anticuerpo anti-MCP-1, antisuero C13 anti-
PTHrP que reconoce la regién N-terminal de la PTHrP o antisuero Cé que reconoce la region
C-terminal de la PTHrP (a 1:100 de dilucién cada uno). Todos los tratamientos excepto con
el anticuerpo C6, inhiben en parte la migracién de las células RAW 264.7 inducida por el
medio condicionado. Los valores experimentales son la media + EEM de al menos 3
experimentos independientes y en duplicado. “p<0,01 vs valor basal. *p<0,01 vs valor de MC.
®n<0,01 vs valor de MC-PTHrP sin inhibidores (-). U.A. = Unidades arbitrarias

Resultados

Ademds, y de acuerdo con las observaciones anteriormente
mencionadas, el pretratamiento de las células MCT con PTHrP (7-34) o
con inhibidores de ERK 1/2 o NFkB previno el efecto inducido por la PTHrP

(1-36) sobre la migracion de las células RAW 264.7 (Fig.24A).

Observamos que cuando anadimos a los medios condicionados
de las MCT ftras estimularlas con PTHrP (1-36) un anticuerpo anti-MCP-1,
se neutralizaba en parte su actividad quimiotdctica sobre las RAW 264.7
(Fig. 24B). Esto indica que el MCP-1 inducido en las células MCT por la
PTHrP (1-36) estd implicado, al menos parcialmente, en la migracion de

estos macrofagos. Por ofro lado, al anadir a los medios condicionados
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Fig. 25. Efecto directo de la PTHrP (1-36) sobre los macréfagos RAW 264.7. (A) En
vez de utilizar medios condicionados procedentes de MCT, para estudiar la influencia directa
de la PTHrP sobre la migracién se usé medio de cultivo RPMI, sin suero, con diferentes
concentraciones de PTHrP (1-36) (de 0,1 a 100 nM). Se observé que la migracion de las células
RAW 264.7 es dependiente de la dosis de PTHrP (1-36). En algunos casos junto con la PTHrP
se afiadid el antagonista PTHrP (7-34)(1uM) o anticuerpo anti-MCP-1 (1:100) y en ambos casos
se inhibié la migracién inducida por PTHrP (1-36)(100nM). (B) Se sometié a las células
RAW264.7 a un estimulo directo con PTHrP (1-36) y se observo una estimulacién de la
expresion de MCP-1 en estas células. Esta estimulacion se inhibié con un pretratamineto con
PTHrP (7-34)(1uM). Los valores experimentales son la media + EEM de al menos tres
experimentos experimentales en duplicado. °p<0,01 vs valor basal y tratados con bloqueantes.
U.A. = Unidades arbitrarias.
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de las MCT, en las mismas condiciones anteriores, PTHrP (7-34) o un
anticuerpo neutralizante que reconoce la regién N-terminal de la PTHrP
(C13) [el tratamiento con un antficuerpo que reconoce la regién C-
terminal de la PTHrP (Cé) no tuvo efecto] observamos que también se
reducia su capacidad quimiotdctica (Fig. 24B). Este hallazgo sugiere
que la PTHrP (1-36) podria estimular directamente la movilidad de los
macrofagos. Para corroborar esta hipdtesis, analizamos el efecto de la
PTHrP (1-36) —anadida a medio libre de suero sin condicionar por las
MCT- sobre la migracion de las células RAW 264.7. En estas condiciones,
observamos un aumento de la migracion de estas células inducida por
la PTHrP (1-36) de forma dependiente de la dosis (Fig. 25A). Ademads,
este péptido incrementa directamente la expresion génica de MCP-1
en las células RAW 264.7. Este aumento de migracion inducido por la
PTHrP (1-36) podria ser debido a una accién autocrina del MCP-1 en el
macréfago, ya que cuando anadimos junto a la PTHrP (1-36) un
anficuerpo anfi-MCP-1 se inhibia dicha migracion (Fig. 25 A). Ademas,
tanto la sobreexpresion de MCP-1 como la migracion de las células RAW
264.7 inducidas por la PTHrP (1-36) se inhibid con el antagonista PTHrP (7-
34) (Fig. 25, Ay B).
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5. DISCUSION

La progresion del dano en la enfermedad renal créonica es un
proceso caracterizado por la pérdida de nefronas y el desarrollo de
fibrosis que conduce a la insuficiencia renal terminal [20;117]. Este
fendbmeno se caracteriza por una excesiva deposicion de matriz
extracelular, a menudo asociado con atrofia y dilatacién tubular,
llegando incluso a la pérdida de funcién renal [132;146]. El espacio
tUbulointersticial ocupa alrededor del 90% del volumen total del rindn,
por lo que sus alteraciones patoldgicas tienen una repercusion
funcional. Dentro de las diferentes etapas evolutivas de la fibrogénesis
renal, la fase inflamatoria es la mds temprana y condiciona la evolucion

de aquélla [132].

En la Ultima década, la PTHrP, debido a sus caracteristicas como
agente proliferativo en células renales en cultivo, se propuso
inicialmente como una posible diana terapéutica para acelerar la
regeneracion tisular tras el fracaso renal agudo [13;44]. Sin embargo,
estudios posteriores usando ratones transgénicos que sobreexpresan la
PTHrP en el tUbulo proximal, revelaron que esta proteina no ejercia una
accién protectora tras la isquemia o el dano nefrotdxico [36]. Esta
conclusion estd apoyada por resultados obtenidos en varios modelos
experimentales de dano renal [61;77]. Concretamente, estudios llevados
a cabo en un modelo de infusion de Ang Il en rata demostraron que el
aumento de PTHrP inducido por la Ang Il a través del receptor ATy se
asocia con fibrosis; y el tratamiento con un bloqueante de este receptor
inhibe la expresion de la PTHrP y reduce la fibrosis en el parénquima

renal [77].
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Por otro lado, cada vez existen mds evidencias de la relacion
enfre la PTHrP y el proceso inflamatorio. Asi, recientemente se ha
incluido a la PTHrP en el conjunto de citoquinas que se estimulan en la
inflamacion multiorgdnica inducida por la artritis reumatoide [41].
Ademds, se ha demostrado la existencia de una interaccion
bidireccional entre la PTHrP y la IL-6 en células osteobldsticas y astrocitos
humanos [42;51;52]. En dreas de inflamacion de la placa
ateroesclerdtica, la mayor expresion de PTHrP -en la células del mUsculo
liso y en los macroéfagos- se correlaciona con la mayor severidad del
dano [84;99;135]. Mds relacionado con los resultados de la presente
Tesis, recientemente nuestro grupo ha observado un incremento en el
infiltlrado de macrofagos del intersticio renal asociado a la
sobreexpresion tubular de la PTHrP en ratones con nefrotoxicidad por
dcido folico [104]. Este hallazgo sugiere que en este modelo de fracaso
renal agudo, la PTHP podria promover la sintesis de factores
quimiotdcticos de macréfagos a través de mecanismos autocrinos y/o

paracrinos en el tubulo renal [104].

Para analizar el papel de la PTHP como factor pro-inflamatorio
renal, en esta Tesis doctoral decidimos utilizar el modelo experimental de
OUU en ratones; un modelo caracterizado por el desarrollo de un
proceso inflamatorio rapido en el rindn obstruido [20;34;104;141]. Asi, la
OUU induce una respuesta  hemodindmica, seguida de
vasoconstriccion, la activacion del SRA y una respuesta inflamatoria
tUbulointersticial [34]. Tanto la activacion del NF-kB como de las MAPKs -
en concreto, ERK- estdn implicadas como mediadores infracelulares en
estos procesos. Asi, tras la OUU la Ang Il generada es capaz de activar
NF-kB el cual promueve Ila expresion de multiples factores
proinflamatorios (quimioquinas, citoquinas y moléculas de adhesion)
[20:93].
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Para caracterizar las acciones de la PTHrP en este modelo de
inflamacién renal, utilizamos varias aproximaciones experimentales. Por
un lado, usamos ratones tfransgénicos que sobreexpresan la PTHrP de
forma constitutiva en las células del tubuUbulo proximal, para analizar las
consecuencias de un exceso de PTHrP en el tejido renal inflamado tras
la obstruccion del uréter. Por otfro lado, utilizamos diferentes sistemas de
blogueo de la PTHrP: 1) anulando con la doxiciclina la sobreexpresion
constitutiva de PTHrP en los animales transgénicos; 2) bloqueando su
receptor PTHIR con el péptido PTHrP (7-34); 3) inhibiendo la expresion de
PTHrP enddgena a través del bloqueo del receptor ATy de la Ang Il
Ademds, llevamos a cabo estudios in vitro en células tUbuloepiteliales

renales y macréfagos de raton.

Como esperdbamos, a tenor de los resultados publicados con
anterioridad en varios modelos de fallo renal agudo [33;106], en este
trabajo demostramos que la PTHrP se sobreexpresa en el rindn obstruido
de ratén de forma dependiente de la Ang Il a fravés de un mecanismo
mediado, al menos en parte, por su receptor ATi. Con respecto a la
expresion de PTHIR, podemos decir que sus niveles no varian en el rindn
obstruido de ratdn, en confraste con observaciones previas en ofros
modelos de fracaso renal agudo por isquemia o nefrotoxinas donde se
produce una disminucidn de los niveles de PTHIR concomitante al
aumento de expresion de la PTHrP [36;72;106;107]. En este sentido, se ha
descrito un aumento del PTHIR asociado a la sobreexpresion de PTHrP
en un modelo de nefropatia diabética producida por estreptozotozina
en ratones [61]. Aun no se conocen los mecanismos responsables de
esta heterogeneidad en la expresion del PTHIR dependiendo del tipo
de dano renal. Sin embargo, estudios recientes sugieren que la Ang |l
podria jugar un papel significativo en este aspecto. Asi, se ha observado
que la Ang Il, a través de su receptor ATy, es capaz de desestabilizar el

ARNmM del PTHIR en la vasculatura renal en un modelo de hipertension
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espontdnea en ratas. Este efecto parece especifico de los vasos renales
e independiente del incremento de la presidn sanguinea en estos

animales [145].

Como ya hemos mencionado, en un reciente estudio realizado en
nuestro laboratorio utilizando un modelo de nefrotoxicidad inducida por
dcido fdélico, observamos un incremento del infiltrado de macréfagos en
el intersticio renal en la fase de recuperacidon del dano, entre 1-3
semanas tras la administracion del nefrotdxico. El hecho de que este
infiltfrado fue significativamente mayor en los ratones PTHrP-TG sugiere
que en el rindn danado, la sobreexpresidon de la PTHrP podria promover
la sintesis de algun factor quimiotdctico de macréfagos a través de
mecanismos autocrinos y/o paracrinos [106]. En este sentido, datos
previos han demostrado un aumento de expresion de la PTHrP en
macrofagos y en células de musculo liso vascular en lesiones
aterosclerdticas humanas tras la aterectomia, relacionado con la

severidad de la lesidon [84;99].

Tras la OUU, observamos un progresivo incremento en el nUmero
de macroéfagos intersticiales, asociado al aumento de expresion renal
de MCP-1 y de su receptor CCR2, fanto en los ratones controles como
en los PTHrP-TG; siendo este aumento mayor en estos Ultimos. Esto
concuerda con nuestros resultados obtenidos in vitro, que demuestran
un efecto estimulador de la PTHrP (1-36) sobre la expresion de MCP-1 y
CCR2 en células tubuloepiteliales renales. Ademds, tanto el infiltrado de
linfocitos T como la expresidon génica de IL-6 y RANTES fueron mayores en
el rindn obstruido de ratdn, sobre todo en los PTHrP-TG. Este hallazgo se
corrobord con los resultados obtenidos en las células tubuloepiteliales in
vitro, segun los cuales la PTHrP (1-36) indujo la expresion de ambas
citoquinas. Estos datos en conjunto apoyan el papel de la PTHP como

factor proinflamatorio en el rindn danado.

82



En consonancia con estudios previos [96], observamos un
aumento de la expresion génica de ICAM-1 a los 2 dias de la OUU en los
ratones conftroles, que disminuyd hasta el dia 6 del estudio. Sin embargo,
en los ratones PTHrP-TG, esta molécula de adhesion permanece
elevada en el rindn obstruido en el mismo periodo de tiempo. ICAM-1 es
un tipo de molécula de adhesion intercelular que estd presente a bajas
concentraciones en la membrana de leucocitos y células endoteliales.
Ciertas citoquinas estimuladoras [tales como interferon-y, TNF-a o la IL-1],
promueven la expresion de esta proteina en células epiteliales vy
mesangiales, asi como en fibroblastos. ICAM-I juega un papel esencial
en el reclutamiento de leucocitos al intersticio del rindbn danado [112].
Asi, la sobreexpresion de ICAM-1 relacionada con los mayores niveles de
PTHrP, junto al hecho de que la PTHrP es un modulador del tono y de la
permeabilidad vascular [13;23;28;87;109], sugieren que esta proteina
podria promover el paso de leucocitos circulantes al intersticio del rindn

obstruido.

Es un hecho conocido que el factor de transcripcidn NF-kB se
activa en una gran variedad de lesiones renales [50]. La activacion del
NF-kB induce la expresion de citoquinas proinflamatorias (IL-6),
qguimioquinas (MCP-1, RANTES) y moléculas de adhesion (ICAM-1)
mediadoras de la respuesta inflamatoria tras el dano renal
[20;34;132;133]. Tras la OUU se ha descrito un aumento de activacion del
NF-kB asociado a la respuesta inflamatoria, y el blogueo de su
activacion con inhibidores especificos reduce dicha respuesta [20;34].
Los resultados de la presente Tesis sugieren que la activacion de este
factor de transcripcion estd estrechamente relacionada con la PTHrP,
puesto que los niveles de activacion del NF-kB eran superiores en los

animales PTHrP-TG con respecto a los animales controles tras la OUU.
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Ademds, hemos observado que la PTHrP (1-36) es capaz de activar NF-

kB en las células MCT in vitro.

En situaciéon basal, encontramos una mayor expresion de MCP-1,
CCR2, RANTES e IL-6, aunque no de actividad del NF-kB, en los rinones
de los ratones PTHrP-TG en comparacion con los animales controles. Sin
embargo, como se ha comentado anteriormente en esta Tesis, no se
observan diferencias fenoftipicas basales entre ambos tipos de animales.
Estos hallazgos sugieren, por un lado, que la sobreexpresion basal de los
factores anteriormente mencionados debe estar regulada por
mecanismos independientes del NF-kB, que podrian implicar al AP-1
[140]. Por ofro lado, se puede hipotetizar la existencia de algin
mecanismo represor de la respuesta inflamatoria en los animales PTHrP-
TG ensituacion no patoldgica. Dicho sistema podria ser sobrepasado en
situacidn de dano obstructivo, y asi desencadenarse la respuesta
inflamatoria. El hecho de que esta respuesta inflamatoria sea mayor en
los animales PTHrP-TG podria ser debido, en parte, a los mayores niveles
basales de varios factores proinflamatorios respecto a los de los ratones

controles.

Para ratificar que los cambios observados en el rindn obstruido de
los ratones PTHrP-TG eran debidos a la sobreexpresion constitutiva de la
PTHrP, utilizamos varias estrategias experimentales. Por un lado, tratamos
a estos animales una semana previa y durante la obstruccidon con
doxiciclina suministrada en el agua de bebida. En trabagjos previos, se
demostré la efectividad de este ftratamiento para anular la
sobreexpresion de PTHrP en los animales PTHrP-TG [68;106]. Observamos
que el tratamiento con el antibidtico redujo la sobreexpresion de la
PTHrP en estos animales a los niveles de los ratones controles. Esta
reduccion se acompand de una normalizacidon de los niveles de

activacion del NF-kB, relacionada a su vez con la bajada hasta niveles
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de animales controles de la expresion de CCR2, RANTES e ICAM-1 en el
rndn obstruido. Estos resultados indican una relacidon directa entre la
PTHrP vy diversas citoquinas pro-inflamatorias en este modelo

experimental.

Ofra estrategia utilizada en el mismo sentido fue examinar el
efecto del bloqueo de la PTHrP en ratones controles sometidos a 4 dias
de obstruccion, tiempo durante el que observamos una sobreexpresion
enddgena de la PTHrP. Para ello, utilizamos un inhibidor competitivo del
PTHIR, la PTHrP (7-34), que se une a este receptor pero no desencadena
respuesta [86;87;129]. Enconframos que el pretratamiento con la PTHrP
(7-34) indujo una reduccion significativa del nUmero de macréfagos y
de linfocitos T en el intersticio renal, asociada a la disminucion de los
niveles renales de MCP-1 y RANTES. Este efecto lo corroboramos en Ias
células MCT in vitro, en las que el antagonista PTHrP (7-34) inhibid el
efecto estimulador de la PTHrP(1-36) sobre la expresion de ambas
quimioquinas. Ademds, observamos que la presencia de PTHrP (7-34) en
los medios condicionados por las células MCT estimulados con PTHrP (1-
36) inhibidé la migracién de macréfagos. También observamos que la
PTHrP (7-34) inhibid el efecto directo de la PTHrP (1-36) sobre la migracion
de estas células. Estos hallazgos apoyan firmemente la hipdtesis de que
la PTHrP enddgena sobreexpresada fras el dano obstructivo actua

como un factor proinflamatorio en el rindn danado.

Actualmente, estd bien establecido que la activacion del SRA
juega un papel importante en la nefropatia obstructiva, como promotor
de la sintesis de factores de crecimiento y citoquinas que conftribuyen al
dano renal [20;34;92;96;122]. Recientemente, se ha podido observar que
en ratas sometidas a un modelo experimental de dano renal agudo
inducido por nefrotéxico, el losartdn, un antagonista del receptor ATy de
la Ang II, suprimid la sobreexpresion de PTHrP en el rindn danado [107].

En este trabajo de Tesis, utilizando este antagonista de la Ang Il como
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estrategia alternativa de supresion farmacoldgica de la PTHrP renal,
observamos un efecto similar en el rindn obstruido de raton. Ademds,
este inhibidor fue capaz de reducir tanto el infiltrado de macrofagos
como de los niveles proteicos de MCP-1 aumentados en esta situacion,
en consonancia con datos previos [34]. Sin embargo, encontramos que
este fratamiento fue menos eficaz para inhibir la respuesta inflamatoria
en los ratones PTHrP-TG. Puesto que la sobreexpresion de PTHrP en los
animales transgénicos es constitutiva, y por tanto independiente de la
Ang I, estos datos apoyan el que la PTHrP podria mediar al menos
algunas de las acciones proinflamatorias de la Ang Il en el rindn

obstruido.

Como ya hemos comentado, la activacion del NF-kB se considera
clave para desencadenar la respuesta inflamatoria renal, Io que explica
la eficacia de los inhibidores de este factor para detener la progresion
del dano renal en varias situaciones experimentales [34;49;50;73;97;123].
En nuestro modelo obstructivo, enconframos una asociacion entre los
niveles renales de PTHrP y la actividad del NF-kB, acorde con los
cambios de varios factores dependientes de este factor. En esta Tesis,
nos planteamos estudiar los mecanismos implicados en esta asociacion
entre la PTHrP y la activacion del NFkB in vitro en las células
tUbuloepiteliales MCT. En estas células, encontramos que la PTHrP (1-34)
fue capaz de inducir de forma rdapida la unidon del complejo NF-kB al
ADN, asi como la translocacidon nuclear de la subunidad pé5, un
componente clave de la actividad de este complejo. Ademds, el
pretratamiento de las células MCT con diferentes inhibidores del NF-kB
inhibid la expresion de MCP-1, RANTES, IL-6 y CCR2 inducida por la PTHrP
(1-36). Estos resultados indican el papel esencial de este factor de
transcripcion en los mecanismos por los que la PTHrP induce la expresion

de los factores citados en las células tubuloepiteliales.
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En la presente Tesis, encontramos también que un inhibidor de ERK
abolid la activacion del NF-kB y la sobreexpresion de los factores
proinflamatorios estudiados, inducidas por la PTHrP (1-36) en estas
células. Este hecho apoya la hipdtesis de que la activacion de ERK es un
paso importante en las vias de activacion de NF-kB que conducen a la
inflamacion [62;118]. Ademas, el efecto del medio condicionado por las
MCT tras el tratamiento con PTHrP (1-36) sobre la migracion de
macréfagos se inhibid cuando las MCT eran pretratadas con inhibidores
de la activacion de NF-kB y ERK. Estos datos en conjunto indican el
importante papel que juegan tanto ERK como NF-kB como mediadores
de los efectos proinflamatorios inducidos por la PTHP en el rindn
obstruido (Fig. 26).
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Fig. 26. Relacion entre la Ang IT y la PTHrP en la regulacion de la expresion
de genes proinflamatorios en las células tdbuloepiteliales renales.
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Un estudio previo ha demostrado, mediante inmunotincion, que la
PTHrP y MCP-1 se colocalizan en los macréfagos de la placa de
ateroma [84]. Este hecho sugiere una posible interaccidn directa entre
la PTHrP y la produccion del MCP-1 en este tipo celular. En la presente
Tesis, para corroborar esta hipdtesis  utilizamos la  linea de
monocito/macréfago RAW 264.7. Observamos que la PTHrP (1-36)
estimuld tanto la produccion de MCP-1 como la migracion celular en
estas células. Ademds, nuestros resultados sugieren que ambos efectos
se producen a través de la interaccidon de la PTHrP con su receptor

PTHIR, ya que se inhibieron tras el pretratamiento con PTHrP (7-34).

En resumen, los estudios de la presente Tesis demuestran el
importante  papel de Ila PTHP en el proceso inflamatorio
desencadenado fras la obstruccidon renal en un modelo de raton.
Nuestros hallazgos indican que la PTHrP incrementa el infiltrado de
células leucocitarias al intersticio renal a través de la sobreexpresion de
diversos factores proinflamatorios, tanto en las células tubuloepiteliales
como actuando directamente sobre los macréfagos. Considerando
que la PTHrP es un relajante vascular, es razonable especular que sus
efectos sobre la hemodindmica y permeabilidad vascular en el rindn
podrian amplificar la respuesta inflamatoria. Teniendo en cuenta la
relacion entre la inflamacién y la fibrogénesis renal [20;115;117;132],
nuestros hallazgos aportan nuevos datos para comprender |os
mecanismos responsables del dano renal obstructivo; vy sitan a la PTHrP
como posible marcador de dano y potencial diana terapéutica en esta

patologia.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral,

hemos extraido las siguientes conclusiones:

1. La PTHrP se sobreexpresa de forma temprana en la fase inflamatoria
de la nefropatia obstructiva en ratones.

2. La sobreexpresion de la PTHrP en esta situacidn experimental se
correlaciona con el infiltrado leucocitario y la produccién de factores
proinflamatorios en el rindn obstruido.

3. El blogueo de la sobreexpresion de la PTHP se traduce en un
descenso de la respuesta inflamatoria en el rindn obstruido.

4. La PTHrP parece actuar como mediadora, al menos en parte, de las
acciones proinflamatorias de la Ang Il en el rindn obstruido.

5. La activacion del NFkB y de MAPKs (pERK 1/2) son mediadores
intracelulares de la respuesta inflamatoria inducida por la PTHrP en las
células tUbuloepiteliales y en los macrofagos, posiblemente a través
del PTHIR.

Nuestros resultados apoyan el importante papel de la PTHrP
en los mecanismos asociados al proceso inflamatorio
desencadenado en la nefropatia obstructiva. La PTHrP podria
asi vislumbrarse como un posible nuevo marcador de daio
y/o diana terapéutica en esta patologia.
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8. ANEXOS

I. Congresos internacionales

- Autores: D Radmila, JA Ardura, P Esbrit

Titulo: Parathyroid hormone-related protein promotes inflammation
through extracellular-related protein kinases and NF-kB activation

Tipo de participacion: Poster

Congreso: XLIV Congreso de la ERA-EDTA (European Renal Association
European Didlisis and Transplantation.

Lugar de celebracion: Barcelona, Espana

Fecha: Junio 2007

-Autores: D Ramila, JA Ardura, P Esbrit

Titulo:  Parathyroid hormone-related  protein  (PTHrP):  a  new
proinflammatory factor in renal disease

Tipo de participacion: Oral

Congreso: XLl Congreso de la ERA-EDTA (European Renal Association-
European Didlisis and Transplantation)

Lugar de celebracién: Glasgow, Reino Unido

Fecha: Julio 2006

-Autores: D Ramila, A Ortega, JA Ardura, F Strutz, RJ Bosch, P Esbrit

Titulo:  Parathyroid  hormone-related  protein  (PTHP) as @
proinflammatory/profibrotic cytokine in obstructive nephropathy

Tipo de participacion: Poster

Congreso: XLII Congreso de la ERA-EDTA (European Renal Association-
European Didlisis and Transplantation)

Publicacion: Nephrology Dialysis Transplantation (NDT) Suplemento Junio;
20 (6): 1025 — 1285, 2005.

Lugar de celebracion: Estambul, Turkia

Fecha: Junio 2005

- Autores: M Romero, A Ortega, A Izquierdo, D Rdmila, ME Ferndndez, J
Bover, P Esbrit, RJ Bosch

Titulo: Parathyroid Hormone related protein (PTHrP) induces hypertrophy
and production of extracellular matrix proteins in  podocytes.
Implications for Diabetic Nephropathy.

Tipo de participacion: Poster

Congreso: XLIlII ERA-EDTA Congress

Publicacion: NDT 21 (supl. 4): SP111

Lugar de celebracion: Glasgow, United kingdom
Fecha: Julio 2006
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- Autores: JA Ardura, R Berruguete, D Rémila, MV Alvarez-Arroyo, P Esbrit

Titulo: Role of vascular endothelial growth factor and its receptors as
mediators of various profibrogenic actions of parathyroid hormone-
related protein in the kidney

Tipo de participacion: Poster y oral

Congreso: XXXIV Congreso internacional de la ECTS (34th European
Symposium on Calcified Tissues)

Lugar de celebracion: Copenhague, Dinamarca
Fecha: Mayo 2007

-Autores: JA Ardura, D Rdmila, R Berruguete, MV Alvarez-Arroyo, P Esbrit

Titulo: The N-terminal fragment of parathyroid hormone-related protein
induces epithelial-mesenchymal transition by transactivation of the
epidermal growth factor receptor

Tipo de participacion: Poster

Congreso: XXXIV Congreso internacional de la ECTS (34th European
Symposium on Calcified Tissues)

Lugar de celebracion: Copenhague, Dinamarca
Fecha: Mayo 2007

- Autores: JA Ardura, D Ramila, R Berruguete, MV Alvarez-Arroyo, P Esbrit

Titulo: Parathyroid hormone-related protein interacts with transforming
growth factor B, epidermal growth factor and vascular endothelial
growth factor in epithelial-mesenchymal transition

Tipo de participacion: Poster

Congreso: XLIIl Congreso Internacional de la ERA-EDTA (European Renal
Association-European Didlisis and Transplant)

Publicacion: Nephrology Dialysis Transplantation (NDT) Suplemento Julio;
21 (7): 1749 — 2046, 2006

Lugar de celebracion: Glasgow, Reino Unido

Fecha: Julio 2006

-Autores: JA Ardura, A Ortega, D Ramila, F Strutz, P Esbrit

Titulo: Parathyroid hormone-related protein (PTHrP): a new renal cytokine
inducing epithelial-mesenchymal fransition

Tipo de participacion: Poster

Congreso: XLII ERA-EDTA (European Renal Association-European Didlisis
and Transplant)

Publicacion: Nephrology Dialysis Transplantation (NDT) Suplemento Junio;
20 (6): 1025 - 1285, 2005.

Lugar de celebracion: Estambul, Turkia

Fecha: Junio 2005
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-Autores: A Ortega, D Ramila, JA Ardura, Pedro Esbrit

Titulo: Role of angiotensin Il on the parathyroid hormone-related protein
(PTHrP) overexpression after folic acid-induced injury in tubuloepithelial
cells

Tipo de participacion: Poster
Congreso: XLI ERA-EDTA (European Renal Association-European Didlisis
and Transplant)

Lugar de celebracion: Lisboa, Portugal
Fecha: Mayo 2004

-Autores: D Ramila, A Ortega, JA Ardura, V Esteban, A Barat, M Ruiz-
Ortega, P Esbrit

Titulo: Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) as a fibrogenesis-
promoting factor in folic acid-induced acute renal failure

Tipo de participacion: Poster

Congreso: XLl ERA-EDTA (European Renal Association-European Didlisis
and Transplant)

Lugar de celebracion: Lisboa, Portugal
Fecha: Mayo 2004

-Autores: D Ramila, A Ortega, F Mata, P Esbrit

Titulo: Parathyroid hormone-related protein as a survival factor in
experimental acute renal failure

Tipo de participacion: Oral
Congreso: ISN-ERA/EDTA  World Congress of Nefrology. Satellite
symposium on ARF

Lugar de celebracién: Gante, Bélgica
Fecha: Junio, 2003

-Autores: A Ortega, D Ramila, A Izquierdo, RJ Bosch, R Gazapo, P Esbrit.
Titulo: Relationship between the renin-angiotensin  system and
parathyroid hormone-related protein in an experimental model of acute
renal failure

Tipo de participacion: Oral

Congreso: ISN-ERA/EDTA  World Congress of Nefrology. Satellite
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Il. Premios

Premio a la Investigaciéon Basica de la XVIIlI Edicion de Premios de la
Fundacién Renal lihigo Alvarez de Toledo (2006)

Titulo: “La proteina relacionada con la parathormona (PTHrP): Una
nueva citoquina proinflamatoria y profibrogénica en la patologia renal”.

lll. Publicaciones:
Kidney Internacional en revision

Parathyroid Hormone-Related Protein Promotes Inflammation in
the Mouse Obstructed Kidney

David RAmila’, Juan Antonio Ardura', Vanesa Esteban?, Arantxa Ortegad, Marta Ruiz-

Ortega?, Ricardo J Boschs3, and Pedro Esbrit! ",

1Bone and Mineral Metabolism Laboratory and 2Vascular and Renal Laboratory,
Fundacién Jiménez Diaz (Capio Group) and Universidad Auténoma de Madrid;
3Laboratory of Renal Physiology and Experimental Nephrology, Department of

Physiology, Alcald University, Alcald de Henares, Spain.

Short title: PTHrP and Inflammation in the Mouse Obstructed Kidney

Recent evidence suggests that parathyroid hormone-related protein (PTHrP)
can promote fibrogenesis in the acutely damaged kidney. Considering the relation
between fibrosis and inflammation, we assessed whether renal overexpression of this
protein would affect the inflammatory response following unilateral ureteral obstruction
(UUO) in mice. Transgenic mice overexpressing PTHrP (PTHrP-TG) in the proximal tubule
had greater renal tubulointerstitial damage, leukocyte influx, and expression of several
pro-inflammatory factors than their control littermates after UUO. Reversal of PTHrP
overexpression in PTHrP-TG mice, or the antagonist PTHrP (7-34) in control mice,
decreased the inflammatory response to UUO. Losartan, which abolished UUO-induced
PTHrP overexpression, also decreased the latter response in both types of mice but less
efficiently in PTHrP-TG mice. PTHrP (1-36) induced NFk-B activation and overexpression of
various pro-inflammatory cytokines in mouse tubuloepithelial MCT cells. This peptide

also increased mouse monocyte/macrophage Raw 264.7 cells’ migration, partly
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through inducing MCP-1 secretion by MCT cells. These in vitro effects were dramatically
decreased by both NFk-B and extracellular signal-related kinase (ERK) inhibitors. Our
findings demonstrate the critical role of PTHrP on the inflammatory process following
kidney obstruction in mice. In vitro data also indicate that ERK-mediated NF-kB
activation seems to be an important mechanism whereby PTHrP may frigger renal
inflammation. PTHrP is thus emerging as a new inflammation marker and a putative

therapeutic target in the obstructed kidney.
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Role of Parathyroid Hormone-Related Protein in
Tubulointerstitial Apoptosis and Fibrosis after Folic Acid-
Induced Nephrotoxicity

Arantxa Ortega,*" David Ramila,* Juan Antonio Ardura,* Vanesa Esteban,!
Marta Ruiz-Ortega,’ Antonio Barat,® Rosa Gazapo,' Ricardo J. Bosch,' and Pedro Esbrit*

*Bone and Mineral Metabolism Laboratory, *Vascular and Renal Laboratory, SPathology Department, and |Biochenistry
Department, Fundacidn [iménez Diaz-UTE (Capio Group) and Universidad Autdnona de Madrid, Madrid; and
fLaboratory of Renal Physiology and Experimental Nephrology, Department of Physiology, Alcald University, Alcald de
Henares, Spain

Parathyroid hormone-related protein (FTHrP) is shortly upregulated in acute renal injury, but its pathophysiologic role is
unclear. Investigated was whether PTHrP might act as a profibrogenic factor in mice that do or do not overexpress PTHrF in
the proximal tubule after folic acid (FA) nephrotoxicity, a model of acute renal damage followed by partial regeneration and
patchy tubulointerstitial fibrosis. It was found that constitutive PTHrP overexpression in these animals conveyed a significant
increase in tubulointerstitial fibrosis, associated with both fibroblast activation (as a-smooth muscle actin staining) and
macrophage influx, compared with control littermates at 2 to 3 wk after FA damage. Cell proliferation and survival was higher
(P < 0.01) in the renal interstitium of PTHrP-overexpressing mice than in control littermates within this period after injury.
Moreover, the former mice had a constitutive Bel-X, protein overexpression. In vifro studies in renal tubulointerstitial and
fibroblastic cells strongly suggest that PTHrP (1-36) (100 nM) reduced FA-induced apoptosis through a dual mechanism
involving Bel-X, upregulation and Akt and Bad phosphorylation. PTHrI {1-36) also stimulated monocyte chemoattractant
protein-1 expression in tubuloepithelial cells, as well as type-1 procollagen gene expression and fibronectin imRNA levels and
protein secretion) in these cells and renal fibroblastic cells. Our findings indicate that this peptide, by interaction with the
PTHI1 receptor, can increase tubulointerstitial cell survival and seems to act as a proinflammatory and profibrogenic factor in
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the FA-damaged kidney.

oth dysfunction and loss of tubular epithelial cells play
B central roles on the mechanisms of kidney damage after
ischemic or toxic challenge (1,2). Shortly after renal
damage, the tubular epithelium generates proinflammatory
mediators that promote the influx of inflammatory cells into the
tubulointerstitial space (3). Tubulointerstitial inflammation
now is known to contribute to interstitial fibrosis and kidney
damage progression (4,5). Apoptosis participates in the initial
loss of intrinsic renal cells after acute kidney injury, but it also
may provide a balance for the excessive mononuclear cell in-
filtrate and the compensatory tubular hyperplasia in this set-
ting (1,6,7}.

Parathyroid hormone (PTH)-related protein PTHrP and the
PTHI receptor (PTHIR) are abundant throughout the renal
parenchyma (8,9). In the tubular epithelium, PTHrP has mito-
genic features, and its overexpression occurs rapidly in exper-
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imental models of several nephropathies (10-12). However,
PTHrP overexpression in the renal proximal tubule has proved
inefficient in protecting against ischemic or nephrotoxic renal
injury in mice (13). On the other hand, recent data support the
concept that PTHrP may act as a preinflammatory mediator in
various pathophysiologic conditions (14,15). Moreover, angio-
tensin Il {Ang Il infusion in rats was shown recently to induce
the renal PTHrP/PTHIR system, associated with tubular dam-
age and fibrosis (16).

Previous in vitro studies have shown that endogenous FTHrP
seems to increase tubuloepithelial cell viability after injury
(12,17). Moreover, whereas PTHrP can promote cell death in a
rat intestinal cell line (18), it inhibits apoptosis in both pancre-
atic B cells and chondrocytes (19,20). At least in chondrocytes,
this antiapoptotic effect seems to involve PTHrP interaction
with the PTHIR and also its internalization into the nucleus
(20). As stated above, a putative inhibitory effect of PTHr on
renal cell apoptosis might have a significant impact on the
pathogenesis of kidney injury.

In this study, we examined the role of PTHrP in folic acid
(FA) nephrotoxicity—in which acute renal damage occurs as-
sociated with an early upregulation of PTHrP followed by
partial regeneration and patchy tubulointerstitial fibrosis
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within several weeks (17,21,22)—in mice that do or do not
overexpress PTHrP in the renal proximal tubule. We also ex-
plored some of the mechanisms whereby PTHrP might contrib-
ute to the temporal changes in tubulointerstitial fibrosis in this
maodel of acute tubular injury.

Materials and Methods
PTHrP-Overexpressing Transgenic Mice
PTHrP-overexpressing transgenic (PTHrP-TG) mice were a gift of
Drs. AF. Stewart and A. Garcia-Ocafa (Department of Endocrinology
and Metabolism, University of Pitisburgh School of Medicine, Pitts-
burgh, PA). These mice were generated by breeding hemizygote mice
for two types of constructs: One that consists of a 2.2-kb yglutamyl
transpeptidase promoter fragment upstream of a tetracycline transac-
tivator fusion protein and another that contains a human PTHrP cDNA
placed under the control of a tetracycline operator (13). Transgene-
bearing founders were outbred continually to normal CD-1 mice to
generale hemizygoles, Genotyping of these mice was carmed out by tail
DNA PCR. In all of the experiments described below, gender-uns-
elected mice (4 to 8 mo of age), homogeneously distributed among
groups, were used. The results that were obtained with PTHrP-TG mice
were compared with those that were obtained with control littermates
(those that bear either one of the previously mentioned constructs or
normal CD-1 mice) (13). Studies were performed with the approval of
and in accordance with guidelines established by Institutional Animal
Care and Use Committes at Fundacion Jiménez Diaz.

Induction of FA Nephrotoxicity

Renal failure was induced by a single intraperitoneal injection of FA
(250 mg/ kg body wt) in 300 mM sodium bicarbonate (vehicle) (21,23).
At different periods (up to 4 wk} after injection of either FA or vehicle
{controls), some mice were food deprived and placed in restrictive
cages, Adfter 24 h, urine was collected and blood was taken by cardiac
puncture under anesthesia. Plasma and urine creatinine were deter-
mined by autoanalyzer (Dimension RXL; Dade Behring, Liederbach,
Germany). All mice were killed, and the kidneys were harvested. One
kidney from each animal in all groups was fixed in 4% p-formaldehyde
for histologic studies. The remaining kidney of each animal was ho-
mogenized in lysis buffer (250 mM sucrose, 10 mM Tris-HCL, 0.5 mM
EDTA, 0.2 mM PMSF, and 1.4 pM aprotinin [pH 7.5]) and stored at
—20°C for subsequent analysis.

Histology and Immunohistochemistry

Histologic evaluation by hematoxylin/eosin and slaining analysis
were performed routinely on serial paraffin-embedded renal tissue
sections (2 pwm) within the same mouse lissue. Apoptosis was identified
by condensed nuclear chromatin and intact cell membranes (24). Alter-
natively, some tissue samples were incubated with 100 pg/ml RNAse
A (Sigma, 5t Louis, MO) and 2 pg/ml propidium iodide {Sigma) in
PBS for 10 min at 37°C in the dark and analyzed by fluorescence
microscopy. Apoptotic cell death also was assessed by enzymatic in sifu
labeling of DNA strand breaks using the terminal deoxynucleotidyl-
transferase-mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) method (In Situ
Cell Death Detection Kit; Promega, Madison, WI) in mouse kidney
samples.

loumunchistochemistry was performed using previously described
protocels (15-17,21.25) and the following antibodies (dilution, -fold):
Two rabbil polyclonal antibodies against proliferating cell nuclear an-
tigen (PCNA; Dako, Glostrup, Denmark; 150} or laminin (Neo Markers,
Fremont, CA; 100), respectively, and two mAb against the F4,/80 anti-
gen in murine monocytes/ macrophages (Serotec, Onford, UK; 50) or
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a-smooth muscle actin {e-SMA; Sigma; 150), respectively. The tissue
sections were rehydrated, and endogenous peroxidase and nonspecific
binding were blocked. Then, they were incubated for 30 min at room
temperature (PCNA) or overnight at 4°C with the primary antibodies.
Sections subsequently were incubated with the corresponding anti-IgG
biotinylated-conjugated antibody followed by the avidin-biotin-perox-
idase complex (Dako) or a polymer-peroxicdase complex (Envision+
System; Dako; PCNA and o-5MA), and 3,3"-diaminobenzidine as chro-
mogen. The sections were counterstained with hematoxylin, Some tis-
sue samples were incubated without the primary antibody, as negative
controls.

Staining was evaluated in five to 10 different high-power fields per
section that contained at least one glomerulus in four sections from
each experimental mouse in a total of three to five mice per group.
Tubular and interstitial TUNEL staining was evaluated by counling the
number of stained cell nuclei per field in the proximal and cdistal
tubules (identified by morphologic criteria) and in the interstitium,
respectively. In the latter compartment, the number of PCNA- and
F4/80-positive cells also was counted per field The percentage of
stained area for Masson's, laminin, and a-SMA was estimated by the
following semiquantitative score: 0, no staining; 1, up to 25%; 2, be-
tween 25 and 507%; 3, between 50 and 75%; and 4, >75%. All evaluations
were performed by two to three independent observers in a blinded
manner, and the corresponding mean score value was obtained for each
[HTH L

Cell Culture Studies

Rat tubuloepithelial NRK-52E (ATCC CRL 1571) and renal fibroblas-
tic NRK-9F (ATCC CRL 1570) cells were grown in DMEM with 10%
FBS, 1% nonessential amine acids, and antibiotics in 5% COy at 37°C.
Wild-type mouse cortical tubule (MCT) cells or those that constitulively
overexpressed the human Bel-X, gene (MCT-Bel-X) (23.26) were
grown in RPMI 1640 with 10% FBS.

For viability studies, subconfluent cells (50,000 cells/em?) were in-
cubated for 24 h with 10 mM FA—a toxic dose for renal epithelial cells
(17.21)—or serum-depleted medium, with or without 100 nM PTHrP?
{1-36) and /or 1 uM [Asn'’, Leu"', D-Trp"?) PTHrP (7-34) amide [PTHrP
(7-34); Bachem, Bubendorf, Switzerland]. At specific points thereafler,
nonadherent cells were collected and pooled with adherent cells (after
gentle trypsinization). Total cell numbers and the percentage of cell
viability were determined by trypan blue exclusion. Altematively, cells
were stained with the DNA fluorescent dye 4'.6-diamino-2-phenylin-
dole dihydrochloride (DAPI) (24). The number of nuclei with frag-
mented or condensed DNA/ 30 nuclei was taken as an index of apo-
ptosis. For flow cytometry studies, cells were collected, as described
above, and ncubated in the dark for 1 h at 4°C in 60 pg/ml RNAse A,
50 pg/ml propidium iodide, and 0.05% Nonidet P-40 in PBS. FACScan
analysis then was performed using LYSIS Il software. The percentage of
hypodiploid cells, corresponding to apoptotic cells, was calculated on
the basis of evaluation of 10,000 cells per experimental condition (23).

Western Blot Analysis

Kidney tissue or cell samples were homogenized in lysis buffer, and
protein content was determined by the Bradford method (Piesce, Rock-
ford, IL), using BSA as standard. To analyze Akt and Bad phosphor
lation, a phosphatase-inhibitor cocktail (Set 1I; Calbiochem, San Dieg
CA)} was added to lysis buffer. Proteins {30 to 60 pg/lane) were sepi
raled on 12.5% polyacrylamide-SDS gels under reducing condition
After electrophoresis, samples were transferred onto nitrocellulo
membranes (Amersham, Buckinghamshire, UK), blocked with eithy
5% defatted milk or 5% BSA (only for FTHeP) in PBS or 50 ml
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Tris-HC1 {pH 7.5) and 150 mM NaCl (phospho-*"Ser-Aky, Akt, phos-
pho-"*Ser-Bad, Bad) with 0.05% Tween-20, and incubated overnight at
4°C with the following rabbit polyconal antibodies (dilution, -fold):
Anti-PTH:P antiserum C6 (2500 (15,16,21,25), anti-PTHIR Ab-IV (Co-
vance, Berkeley, CA; 1000) (13,25), anti-monocyte chemoattractant pro-
tein-1 (MCP-1) antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA;
5001), anti-Bcl-2 antibody (Santa Cruz Biotechnology: 2000), anti-Bcl-X
antibody (Santa Cruz Bictechnology; 500), anti-Bax antibody (Santa
Cruz Biotechnology; 2000), anti-phospho-*"Ser-Akt or anti-Akt anti-
bodies (Cell Signaling, Technology, Beverly, MA; 1000), anti-phospho-
"*Sar-Bad (Santa Cruz Biotechnology; 500), or anti-Bad antibodies
{1000) and anti-fibronectin antibody (Chemicon, Temecula, CA; 2500)
{27). The efficacy of protein transfer (o the membranes was assessed by
either a-tubuline or a-actin or by Ponceau S staining. The membranes
subsequently were incubated with relevant peroxidase-conjugated goat
anti-rabbit or anti-mouse 1gG, developed by ECL chemiluminescence
{Amersham), and fluorogram bands were quantified by densitometry.

Real-Time PCR

Cell total RNA was isolated with Trizol (lnvitrogen, Groningen, The
Metherlands), and gene expression was analyzed by real-time PCR
{27.28). Rat fibronectin-specific forward and reverse primers and probe
were designed using Primer Express 1.5 software (Applied Biosystems,
Foster City, CA), whereas for rat type-1 procollagen, predeveloped
Taghan assay reagents, primers, and probe were used (RnD0584426_m1),
as described in detail previously (27,28). 185 rRNA served as housekeep-
ing gene and was amplified in paralle] with genes of interest.

Statistical Analyses

All results are expressed as mean = SEM. Variance analysis followed
by Dunnett test was performed 1o assess the effect of FA on the various
parameters that were evaluated throughout the course of study in pive.
Mann-Whimey test was performed to analyze the differences between
FTHeP-TG mice and their control litermates. Correlation between two
numerical variables was assessed by Spearman coefficient. The effects
of the different treatments in itro were assessed by parametric (Dun-
nett test) or nonparametric (Kruskal-Wallis test) ANOVA or Mann-
Whitney test as appropriate. P < 0.05 was considered significant.

Results
Changes in Renal Function in Mice with FA Nephrotoxicity
We recently reported that both PTHrP-TG mice and their
control littermates exhibited a normal and similar renal func-
tion in basal condition and the same levels of renal impairment
up to 1 wk after FA injury (13). Three weeks after FA injection,
the latter mice showed a complete recovery of the renal func-
tion according to the creatinine clearance: 0.14 = 001 versus
012 = 001 ml/min in wvehicle-treated mice. However,
PTHrP-TG mice still showed a dramatic decrease in this pa-
rameter (0.04 = 0.02 ml/min; P <X (L01 persus corresponding
value in control littermates).

Increased Extracellular Matrix Deposition and Interstitial
+SMA Immunostaining in the Kidney of PTHrP-TG Mice
vith FA Nephrotoxicity

In previous studies (13,17), we found that the kidneys from
minjured PTHrP-TG mice showed normal structure upon light
nicroscopy examination. We also had found that early in FA
njury, an increase in PTHrP associated with PTHIR downregu-
ation occurs (13,17,21). We found herein that between 2 and 3
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wk after FA, the PTHrP levels remained elevated in the kidney
of PTHrP-TG mice, whereas the renal PTHrP/PTHIR system
normalizes in control littermates (Figure 1A). At this time,
interstitial fibrotic areas (assessed by Masson's and laminin
staining) that surrounded atrophic tubules were observed in
FA-injected animals, which were higher in PTHrP-TG mice, At
4 wk, patchy fibrosis remained elevated in both types of mice,
with a tendency to higher values—which did not reach statis-
tical significance—in PTHrP-TG mice (Figure 1, B and C).

Consistent with the aforementioned results on extracellular
matrix deposition, we found a significant increase in interstitial
staining for a-SMA—a marker of fibroblast activation (5)—in
the renal cortex of PTHrP-TG mice by 2 to 3 wk after FA
damage. At 4 wk, this staining decreased but was still detect-
able in both types of mice (Figure 2A).
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Figure 1. Evolution of the parathyroid hormone-related protein
(PTHrP)/PTH1 receptor (PTHIR) system (A), as well as Mas-
son’s (B) and laminin (C) staining in the kidney of control (Co;
() and PTHrP-transgenic (PTHrP-TG; M) mice after folic acid
(FA) or vehicle (V) injection. Representative autoradiograms
that correspond to Western blot analysis of PTHrF and the
PTHIR (and a-tubuline, a constitutive control) in renal protein
extracts from both types of mice are shown (A). Masson's and
laminin staining in the kidney of representative control and
PTHrP-TG mice after V or FA injection at 2 wk is shown.
Corresponding positivity score values are mean * SEM of four
mice per group at each period (B and C). *P < 0.01 versus
corresponding V-treated value; *P < 0.01, "P < 0.05 versus
corresponding control value. Magnification, X 200.
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Figure 2. (A) Time course of changes in a-smooth muscle actin
{e-SMA) immunostaining in the renal interstitium of control
(C]) and PTHrP-TG (M) mice after FA injury or V injection.
a-SMA positivity in the kidney of representative control and
PTHrP-TG mice after V or FA injection at 2 wk is shown.
w-SMA -positivity score values are mean * SEM of four mice
per group at each period. Positivity for proliferating cell nu-
clear antigen (PCNA) in the renal cortical interstitium (left) and
for terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP nick-
end labeling (right) in the latter (B) and in the proximal and
distal tubules (C) of control and PTHrP-TG mice at different
periods after FA injury. Staining score values are mean + SEM
of four to six mice per group at each period. *P < 0.01, **P <
0.05 versus corresponding V-treated value; * P < 0.01, "P < 0.05
versis corresponding control value. Magnification, >100.

Increased Interstitial Proliferation and Survival and
Macrophage Influx in PTHrP-TG Mice after FA Damage
An increased number of PCNA-positive cells was observed
in the renal interstitium of PTHrP-TG mice, compared with that
in control littermates, within 1 to 2 wk after nephrotoxic injury
(Figure 2B, left). In the former mice, a decrease in TUNEL-
positive interstitial cells also was found at this stage after FA
(Figure 28, right). This decrease might reflect, at least in part, an
increased clearance of these cells as a result of an enhanced
macrophage infiltration (29). In fact, in the renal interstitium,
the number of F4/80-positive cells was significantly higher in
PTHrP-TG mice than in their control littermates at 1 to 3 wk
after FA (Figure 3A). Moreover, there was a significant corre-
lation between this number and that of TUNEL-positive cells
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Figure 3. (A) Changes in interstitial F4/80 immunostaining in
the renal cortex of control and PTHrP-TG mice after FA injury
or V injection. F4/80 staining in representative control ([J) and
PTHrP-TG (W) mice at 2 wk is shown (top). F4/80 positivity
score values are mean = SEM of four to eight mice per group
at each period. *P < 0.01 versus corresponding V-treated value;
P < 0.01, *P < 0.05 versus corresponding control value. (B)
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) protein expres-
sion in tubuloepithelial cells NRK-52E after stimulation with
100 nM PTHrP (1-36). Representative autoradiograms corre-
sponding to Western blot analysis of MCP-1 and a-actin, a
constitutive control, in these cells’ protein extracts are shown,
Values are mean = SEM from at least two independent exper-
iments in duplicate. *P < 0.01 versus basal value (100%). Mag-
nification, »*200.

{r = —0.788, P < 0.01) but also between the latter and the score
values for a-SMA (r = —0810, P < 0.05) in these animals,
Therefore, a prolonged survival of interstitial fibroblasts seems
to occur associated with renal PTHrP overexpression and fibro-
sis in mice. In addition, we found that PTHeP (1-36) can stim-
ulate MCP-1 protein in tubuloepithelial cells NRK-52E (Figure
3B). Therefore, a higher survival of damaged proximal tubul=
cells, as observed in PTHrP-TG mice early after FA injectio
(Figure 2C), might promote MCP-1 synthesis and thus macr
phage influx in these mice. At the end of the study, both PCN/
and TUNEL-positive tubulointerstitial cells (Figure 2B), as we
as F4/80 staining (Figure 3A), were similarly decreased 1
almost undetectable values in both types of mice.
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Bcl-X; Is Overexpressed in the Kidney of PTHrP-TG Mice
We next determined the expression of various cell death-
related proteins in the mouse kidney at different times after FA
injury by Western blot. It is interesting that we found that
PTHrP-TG mice showed basal overexpression of the antiapop-
totic protein Bel-X,, which remained unchanged after FA injury
{Figure 4A). However, in these mice, the basal protein levels of
either Bax or Bel-2 (a pro- and antiapoptotic protein, respec-
Hvely [30]) were similar to those in control littermates (Figure
44, top). In the latter mice, FA induced an increase in both
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Figure 4. (A) Evolution of apoptosis-related proteins in the
kidney of control and PTHrP-TG mice after FA damage. Rep-
resentative autoradiograms corresponding to Western blot
analysis of these proteins in basal conditions are shown (top).
Relative densitometric values are mean * SEM of four to six
mice per group at each period versus those of V-treated mice.
P 000, **P < 0.05 persus 'V ovalue (100%); *P < 0.01 versus
corresponding values in control mice at the same point. (B)
Effect of doxycycline treatment on Bel-X, protein expression
and interstitial proliferation and apoptosis in the kidney of
PTHrP-TG mice. Basal Bcl-X, protein expression (by Western
blot) and renal interstitial cell proliferation (PCNA) and apo-
ptosis (by propidium iodide) at 1 wk of FA injury were evalu-
ted in the kidney of control mice ([} and PTHrP-TG mice that
vere treated (M) or not treated (E9) with doxyeycline (20 mg/L).
lelative intensities of Bcl-X, signals are indicated at the top
top). Experimental values are mean = SEM of four to six mice
wer group. *P < 0.01, *=*P << 0.05 versus corresponding V-treated
-alue; “P < 0.01, “P < 0.05 versus corresponding PTHrP-TG
‘alue.
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Bd-X; and Bax and a decrease in Bcl-2 protein levels at 72 h,
which normalized at 2 wk (Figure 4A, bottom). In PTHrP-TG
mice, however, changes in both Bax and Bel-2 proteins occurred
accordingly to those in their control littermates.

To confirm that renal PTHrP overexpression was responsible
for the observed Bcl-X_ upregulation and tubulointerstitial
changes in PTHrP-TG mice, doxycycline (20 mg/L) was admin-
istered (in the drinking water) to these mice to reverse PTHtP
overexpression (13). At 1 wk after this administration, renal
Bdl-X, protein overexpression in PTHrP-TG mice decreased to
normal levels (Figure 4B, top). In these animals, doxycycline
treatment for an extended period of 1 wk after FA changed the
number of FCNA-positive cells or cells that underwent apopto-
sis in the renal interstitium to levels that were indistinguishable
from those in normal mice (Figure 4B, bottom).

PTHrP (1-36) Is a Survival Factor for Renal
Tubuloepithelial and Fibroblastic Cells

To assess further whether PTHrP may act as a survival factor
in renal tubulointerstitial cells in vitro, we used NRK-52E cells,
a rat tubuloepithelial cell line of proximal tubule origin (17,31),
which shows a growth response to PTHrP (17), and NRK-49F,
arat renal fibroblast cell line (32). Treatment of serum-deprived
NRK-52E cells with 100 nM PTHrP (1-36) for 48 h significantly
decreased the number of apoptotic cells—assessed by DAPI
staining—from 53 * 7 to 16 * 4% (P < 0.05, n = 4); similar to
13 = 8% in cells that were grown in 10% FBS-containing me-
dium. Moreover, flow cytometry indicated that the increase in
apoptotic hypodiploid cells’ number by 10 mM FA was de-
creased by PTHrP (1-36) in a dose-dependent manner (Figure
5A). However, the percentage of NRK-52E cells that underwent
apoptosis upon addition of FA was unaffected by this peptide
in the presence of 1 uM PTHrP (7-34), a PTHIR antagonist (33):
22% (FA alone) or 26% (FA + both peptides). This was con-
firmed by using trypan blue staining to assess cell viability
(Figure 5B, left). In addition, we found that PTHrP (1-36) in-
creased the survival of FA-treated NREK-49F cells, an effect that
also was inhibited by PTH:P (7-34) (Figure 64, left).

Activation of caspases has been shown to have a role in
cisplatin-induced nephrotoxicity and other renal injuries
(6,7,34). We found that the pan-caspase inhibitor Z-Val-Ala-
Asp(OMe)-CH,F (zVAD-fmk; Calbiochem, San Diego, CA), at
50 pM, significantly inhibited the effect of 10 mM FA on cell
death in both NRK-52E and -49F cells, in the presence or
absence of 100 nM PTHrP (1-36) (Figures 5B and 6A, right).

PTHrP (1-36) Induces Bel-X; Protein Expression in Both
NRK-52E and -49F Cells

To confirm that Bel-X, protein is in fact a target for PTHrP
antiapoptotic action in the kidney, as suggested by our in vive
findings, we performed further experiments in renal cells in
vifro. In both NRK-52E and -49F cells, FA significantly reduced
the Bcl-X, /Bax protein ratio (by decreasing the former and
increasing the latter) within 24 h. However, PTHrP (1-36), at
100 nM, markedly increased Bcl-X protein expression and the
Bel-X, /Bax protein ratio in the presence of FA in both cell lines;
an effect abrogated by 1 pM PTHrP (7-34) (Figures 5C and 6B).
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Figure 5. PTHrP (1-36) decreases apoptosis that was induced by FA toxicity in tubuloepithelial cells NRK-52E. (A) Apoptosis was
assessed by flow cytometry after cell incubation with 10 mM FA and various PTHrP (1-36) doses (or saline V) for 24 h. (B) The
stimulatory effect of PTHrP (1-36) at 100 nM on cell viability (estimated by trypan blue) was abrogated by either 1 pM PTH:™
(7-34) (left) or the caspase pan-inhibitor Z-VAD-fmk (at 50 pM) (right). The inhibitors were added 1 h before FA and PTHrP (1-36
(C) PTHrP (1-36) at 100 nM stimulates the Bcl-X| /Bax protein ratio that was decreased by FA in NRE-52E cells; this effect we
abrogated by 1 pM PTHrP (7-34). Values are mean * SEM from at least three independent experiments in triplicate. *P < 0.
versus nonstimulated basal value and for Z-VAD-fmk alone; *P < 0.01 versus FA- and /or PTHrP (7-34)-treated values.
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Figure & PTHreP (1-36) increases cell viability, which was de-
creased by FA in renal fibroblastic cells NRK-49F. Subconfluent
cells were stimulated with the agonists for 24 h, and then cell
viability was assessed by trypan blue. PTHrP (1-36) and FA
were used at 100 nM and 10 mM, respectively. (A) The stimu-
latory effect of PTHeP (1-36) on cell viability was abrogated by
either 1 pM PTHrP (7-34) (left) or the caspase pan-inhibitor
Z-VAD-fmk (at 50 puM; right). The inhibitors were added 1 h
before FA and PTHrP (1-36). (B) PTHrP (1-36) stimulates the
Bel-X, /Bax protein ratio that was decreased by FA in NRK-49F
cells; this effect was abrogated by 1 uM PTHreP (7-M). Values
are mean = SEM from at least three independent experiments
in triplicate. *P << 0.01, **P < 0.05 versus nonstimulated basal
value and /or Z-VAD-fmk alone; *P < 0.01, " < 0.05 persus FA-
and/or PTHrP (7-34)-treated values.

A Dual Mechanism Is Responsible for the Antiapoptotic
Effect of PTHrP (1-36) in Renal Tubuloepithelial Cells

We next determined whether changes in Bdl-X, protein in-
deed was critical for the effect on cell survival that was induced
by PTHrP (1-36) in renal tubuloepithelial cells. We used MCT
cells, which show a proliferative response to this peptide (35)
and in which protection from apoptosis can be conferred by
constitutive expression of Bel-X,_ (26). MCT cells that did or did
not overexpress Bcl-X, protein were exposed to 10 mM FA for
74 I, in the presence or absence of PTHrP (1-36). Bcl-X over-
apression resulted in decreased cell death that was induced by
‘A (Figure 7A). However, the presence of PTHrP (1-36) im-
woved cell viability similarly in MCT cells that did or did not
werexpress Bel-X, (Figure 7A), suggesting that its effect on cell
urvival, at least in these tubuloepithelial cells, is not fully
ceounted for by an increase in Bel-X,.
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Figure 7. The effect of PTHrP (1-36) on cell survival that was
decreased by FA in tubuloepithelial cells is related to phospho-
inositol 3-kinase (P13-K) pathway activation. (A) Subconfluent
mouse cortical tubule (MCT) cells that did (l) or did not ([])
overexpress Bel-X, were treated with 10 mM FA for 24 h, in the
presence or absence of PTHrP (1-36) (at 100 nM) and/or the
PI3-K inhibitor LY294002 (at 10 uM). The inhibitor was added
1 h before FA and PTHrP (1-36). Cell viability was determined
by trypan blue. Values are mean * SEM from three indepen-
dent experiments in triplicate. *P < 0.01 versus corresponding
nonstimulated basal value; *P < 0.01 versus corresponding FA
value in wild-type MCT cells; "P < 0.01 versus corresponding
FA value; *P < 0.01 versus corresponding FA + PTHrP (1-36)
values. (B) PTHrP (1-36) stimulates *“Ser-Akt and '**Ser-Bad
phosphorylation in MCT cells. Wild-type MCT cells were se-
rum-depleted for 24 h, and then fresh medium that contained
this peptide (at 100 nM; or not; basal) was added. At different
time points, cell extracts were obtained for Western blot anal-
ysis of phospho-*"Ser-Akt and phospho-'*"Ser-Bad and total
Akt and Bad (as internal controls).

Another proapoptotic Bel-2 family member, Bad, has the ability to
bind directly to Bd-X,, blocking its survival function (36). The pro-
death activity of Bad depends on its phosphorylated status, con-
trolled by phosphoinesitol 3-kinase (P1I3-Knediated Akt phosphor-
ylation (36,37). We found herein that LY294002 (Sigma; Figure TA) or
wortmannin (data not shown), two PI3-K inhibitors (37,38), signifi-
cantly inhibited the stimulatory effect of PTHrP (1-36) on cell survival
in both wild-type and Bd-X,—overexpressing MCT cells after FA
incubation. Furthermaore, PTHrP (1-36), at 100 nM, rapidly and tran-
siently stimulated Akt and Bad phosphorylation at Ser (473) and Ser
(136), respectively (without significantly affecting the respective total
protein levels) in MCT cells (Figure 7B).

PTHrP (1-36) Induces a Fibrogenic Phenotype in Both
NRK-52E and -49F cells
We further explored in vitro the hypothesis that PTHrP may

contribute to the process of fibrogenesis. PTHrP (1-36), at 100
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1M, was found to increase a-SMA protein expression in NRK-
49F at 48 h, an effect that was inhibited by 1 uM PTHrP (7-34)
{(Figure 8A). In addition, PTHrP (1-36) at the same concentra-
tion increased the gene expression of the extracellular matrix
proteins type-1 procollagen and fibronectin (27) and also the
telease of the latter protein into the cell-conditioned medium in
these cells and NRK-52E cells (Figure 8, B and C).

Discussion

PTHrT has growth-regulatory features in tubuloepithelial
cells (11,12,17,35), but current evidence does not support that it
has a significant role in the renal regenerative process after
acute kidney injury: (1) The PTHIR gene is downregulated
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Figure 8. PTHrP (1-36) increases fibroblastic cell activation as
well as type-1 procollagen and fibronectin expression by both
renal fibroblastic and tubuloepithelial cells. (A) Near confluent
NEK-49F cells were stimulated with this peptide (at 100 nM), in
the presence or absence of PTHrP (7-34) (at 1 pM) for 48 h.
Western blot analysis of «-SMA then was performed in cell
extracts, (B) NRK-52E and NRK-49F cells were serum-depleted
for 24 h before incubation with the agonists for 6 to 48 h.
Fibronectin (M) and type-1 procollagen (L) gene expression
was assessed by real-time PCR (left). Fibronectin secretion was
determined in the cell-conditioned media by Western blot. The
effect of angiotensin II (All), at 100 nM, is shown as a positive
control. Ponceau S staining was used as loading control (not
shown; right). Relative intensities of fibronectin signals are
indicated at the top. Values are mean = SEM from at least three
independent experiments in triplicate. P < *0.01, =P < 0.05
versus nonstimulated basal value.
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rapidly, and targeted delivery of PTHrP to the proximal tubule
does not provide protection in this setting (13,17,39); and (2)
renal PTHrP upregulation but not tubular hyperplasia in the
FA-injured kidney can be prevented by Ang II blockers (21).
However, PTHrP seems to be involved in the mechanisms that
are associated with Ang Il-induced renal injury (16,21). Pur-
thermore, PTHrP overexpression correlates with the develop-
ment of proteinuria in rats with tubulointerstitial damage that
was induced by protein overload and in an experimental
mouse model of diabetic nephropathy (25,40).

To investigate further the putative role of PTHtP in the
mechanism(s) of renal damage, we used herein previously
characterized PTHrP-TG mice (13). Although their early re-
sponse to either ischemic or FA-induced acute renal injury was
similar to that of their control littermates (13), we have ex-
tended our initial period of study to several weeks after FA
damage in both types of mice. Three weeks after FA injection,
PTHrP-TG mice showed a significant impairment of renal func-
tion; meanwhile, it was back to normal values in control litter-
mates. As expected (22), focal areas of tubulointerstitial fibrosis
(as assessed by changes in Masson's, laminin, and w-5MA
staining) were evident in control mice within this period after
FA, but they were significantly higher in PTHrP-TG mice.
These in vive findings were supported further by our in vitro
data demonstrating that PTHrP (1-36) can induce a-SMA in a
renal fibroblastic cell line and stimulates type-1 procollagen
and fibronectin expression in this cell line and in tubuloepithe-
lial cells. Collectively, these results suggest that PTHrP seems to
act as a fibrogenic mediator in FA nephrotoxicity.

Apoptosis was shown recently to be an important component
of the acute response of the tubular epithelium to FA injury in
mice (23). Whereas apoptosis of tubular cells after an acute
renal insult is considered to be deleterious by facilitating tubu-
lar atrophy, apoptosis of interstitial cells may be a mechanism
to prevent fibrogenesis (1,6). We found that PTHrF overexpres-
sion and fibrosis were associated with an imbalance of apopto-
sis and cell proliferation in favor of the latter, which will result
in a net increase of interstitial fibroblasts in the mouse kidney
after FA injury. Our in vive and in vitre findings also suggest
that, in this setting, PTHrP can promote macrophage influx by
directly increasing the synthesis of MCP-1 in tubuloepithelial
cells. This is consistent with previous studies showing that
PTHrP also is able to induce MCP-1 synthesis in smooth muscle
cells, whereby it might promote monocyte recruitment in hu-
man atherosclerotic plaques (15,41,42). Because macrophage
infiltration is closely related to tubulointerstitial fibrosis (5), our
results provide a rationale to explain, at least in part, the
increased fibrosis in the FA-injured kidney of PTHrP-TG mice,
Collectively, our findings indicate that PTHrP overexpression
in the proximal tubule is associated with inflammation and
tubulointerstitial fibrosis after FA-induced nephrotoxicity.

These results also demonstrate that PTHrP may act direct]
as a survival factor for tubulointerstitial cells. Therefore, com
stitutive upregulation of Bcl-X; was found to occur in th
kidney of PTHrP-TG mice, and this upregulation as well as t-
proliferative and antiapoptotic response of renal interstitii
cells to FA were prevented by doxyeveline-induced reversal «
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FTHrP overexpression in these mice. Moreover, our in vitro
data indicate that PTHrP (1-36) increases cell survival that is
associated with an increase in Bel-X; /Bax ratio in tubuloepi-
thelial and renal fibroblastic cells that are treated with the
nephrotoxin. Both effects were abolished by a PTHIR antago-
nist, suggesting that they might be mediated through this re-
ceptor in these cells, In addition, a pan-caspase inhibitor dra-
matically reduced the FA-induced decrease in cell survival, in
the presence or absence of PTHrP (1-36), in both renal cell
types, further supporting the antiapoptotic effect of this pep-
tide. However, PTHrP (1-36) was equally efficient in protecting
MCT cells that did or did not overexpress Bd-X; from FA
injury, suggesting that PTHrP might affect a mechanism down-
stream of Bcl-X, protein to increase tubuloepithelial cell sur-
vival. Our results suggest that such a mechanism is likely to
involve activation of the P13-K/Akt/Bad pathway (36-38).

Conclusion

This study demonstrates that the overall effects of PTHrP
seem to be proinflammatory and profibrogenic in the FA-dam-
aged kidney. Collectively, our findings support the hypothesis
that PTHrP might contribute to the progression of renal dam-
age in nephrotoxic renal injury by complex mechanisms: In-
creasing tubulointerstitial cell survival and inducing macro-
phage infiltration and fibroblastic activation.
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Role of the Renin-Angiotensin System on the Parathyroid
Hormone-Related Protein Overexpression Induced by
Nephrotoxic Acute Renal Failure in the Rat
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Diaz UTE, Madrid; and *Laboratory of Renal Physiology and Experimental Nephrology, Department of Physiology,
Alcald University, Alcald de Henares, Spain

Parathyroid hormone-related protein (PTHrI"), a mitogenic factor for renal cells, is overexpressed in acute renal failure (ARF).
Recent data support an association between PTHrP and the renin-angiotensin system in the damaged kidney. The effects of
angiotensin 11 (Ang 11} inhibitors (quinapril, enalapril, and/or losartan) on PTHrP” and the PTH1 receptor (PTH1R) expression
in rats with either folic acid (FA)- or gentamicin-induced ARF were analyzed. The decreased renal function and the PTH:P
upregulation and PTH1R downregulation induced by the nephrotoxins were inhibited by the Ang Il blockers. In tubuloepi-
thelial cells NRK-52E, the rapid (10 min) increase in PTHrP mRNA by FA, associated with a perinuclear relocalization of Ang
[I/AT1 receptor, was inhibited by losartan but not candesartan, which traps Ang Il receptors at the cell surface. Maximal
PTHrP protein overexpression by FA (at 24 to 72 hl—or by exogenous Ang ll—was abolished by both Ang Il antagonists.
PTHrP upregulation by FA was preceded by increased extracellular signal-regulated kinase (ERK) phosphorylation and
inhibited by the ERK inhibitor PD098059. FA also activated cAMP response element-binding (CREB) protein, and this was
prevented by losartan in these cells, Moreover, PTHrP mRNA overexpression by either FA or Ang Il occurred in NRK 52E that
were transfected with a CREB construct but not the dominant-negative CREB133 construct. These findings demonstrate that
the decreased renal function and PTHrP overexpression in nephrotoxin-damaged kidney depends on renin-angiotensin
system, In this setting, intracellular Ang II/AT1 receptor recycling seems to be related to PTHtP induction through ERK and
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CREB activation in tubuloepithelial cells.

schemic and nephrotoxic acute renal failure (ARF) occurs
I frequently in hospitalized patients. Current hypothesis
supports that renal dysfunction in ARF is caused by sub-
lethally damaged—often structurally intact—tubuloepithelial
cells that are able to recover after removal of the insult (1,2).
Recovery from ARF occurs associated with an immediate early
gene response that is similar to that triggered by growth factors.
It is currently thought that autocrine /paracrine growth factors
that are released at sites of nephron injury act as mediators of
tubular regeneration (2,3).

Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) is a widespread
factor in fetal and adult tissues, where it exerts complex functions
(4). In the kidney, PTHrP* and the FTHI1 receptor (PTHIR) are
present along the nephron and in the intrarenal arterial tree (5,6).
PTHrP expression is rapidly and transiently upregulated during
the recovery period after renal ischemia or folic acid (FA)-induced
ARFin rats (7.8). PTHrP has growth-regulatory properties in some
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renal cell types (8-12). However, the putative role of PTHrP in the
regenerative process of the damaged kidney is intriguing because
the PTHIR gene is rapidly downregulated in tubular cells after
acute renal injury (7.8).

The renin-angiotensin system (RAS) plays an important
pathogenetic role in the progression of kidney damage, but its
involvement in ARF is poorly understood (13-15). In rats with
tubulointerstitial damage after protein overload or FA injection,
both PTHrP and angiotensin-converting enzyme (ACE) genes
are upregulated in the renal cortex (8,16). Moreover, angioten-
sin 1l (Ang II) stimulates PTHrP expression in renal and vas-
cular smooth muscle cells both in vivo and in vitro (6,17). In fact,
recent findings suggest that PTHrP might contribute to Ang
IlHinduced tubular injury (6).

In this study, we examined the interaction between Ang 11 and
PTHrP in nephrotoxic ARF, both in rats in vive and in tubuloepi-
thelial cells in piftro. Our findings provide further insights into the
important role of Ang Il on the pathogenesis of this condition.

Materials and Methods
Induction of Nephrotoxic ARF

Male Wistar rats (250 g body wt) were fed standard rat diet and given
free access to waler. Some rats received a single intraperitoneal injec-
tion of FA (Sigma, St. Louis, MO}, 230 mg/kg in 300 mM NaHCO,

IS5M: 1HE-RAT3/ THM-IRIS
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Figure 1. (A) Time course of changes in plasma creatinine and blood urea nitrogen (BUN) in rats with folic acid (FA)-induced
injury, pretreated or not with quinapril (Q). Experimental values are mean = SEM of four to six animals per group at each time,

V, vehicle-injected rats. *P < 0.05 versus

Q at 72 h; *P < 0.025 versus

Q at 24 h; **P < 0.01; *P < 0,05 versus V. (B) Periodic

acid-5chiff (PAS) staining in representative renal tissue samples of rats, pretreated (top) or not (bottom) with quinapril, at 6 h after
FA injury. Histologic examination of kidney sections showed that tubular dilation and edema were prevented by pretreatment

with this ACE inhibitor. Magnification, x200.

{vehicle) or the same volume of vehicle (8). Another group of rats
received injections twice daily for 4 consecutive days with gentamicin
{Calbiochem, San Diego, CA), 200 mg/kg in 0.9% NaCl (vehicle), or
vehicle alone (18). Some rats were treated with 4 mg/L enalapril (MSD,
Madrid, Spain) or quinapril (200 mg/L; Parke-Davis, Madrid, Spain) in
the drinking water for 2 or 3 wk, respectively, before FA injection.
Other groups of animals received losartan (20 or 100 mg/L; MSD) in the
drinking water for 1 or 2 wk before either FA or gentamicin injection,
respectively. These doses were selected because they have shown to
elicit at least partial Ang 11 blockade (19-21). At different times, four to
six animals from each group were killed under ether anesthesia, and
kidneys were removed. One kidney from each animal in all groups was
fixed in 4% buffered p-formaldehyde for light microscopy examination
and immunehistochemistry. The remaining kidney of each animal was
removed, weighed, and stored in RNAlater (Ambion, Austin, TX) at

20°C for up to 3 d for subsequent total RNA and protein extraction.

Blood was taken by cardiac puncture under ether anesthesia after
overnight fast. Plasma creatinine and blood urea nitrogen (BUN) were
determined by autoanalyzer (Hitachi Chemistry System, Boehringer
Mannheim, Mannheim, Germany}.

Histology and Immunohistochemistry

Fixed renal tissue sections were dehydrated by graded ethanols
and xylene and embedded in paraffin. Paraffin-embedded tissue
sections (4 um) were mounted on 3-aminopropyltriethoxy-silane-
treated slides for histologic evaluation (by periodic acid-Schiff reac-
tive staining) or immunchistochemistry. The latter was performed
using the following rabbit polyclonal antibodies (dilution, -fold):
anti-PTHrP antiserum Cé (100); anti-Ang IT antiserum (Peninsula
Laboratories, San Carlos, CA; 400); and anti-proliferating cell nu-
clear antigen (PCNA) antiserum (Dako, Glostrup, Denmark; 150)
{6,8). Immunoestaining was performed as described in detail (6,8).
After incubation with the corresponding primary antiserum for

either 1 h (PFTHrP) or 30 min {Ang I and PCNA), the sections were
incubated with a polymer-peroxidase complex (Envision +System;
Dako) and 3.3 -diaminobenzidine and then counterstained with Car-
azzi's hematoxylin. Some tissue sections were incubated without the
primary antibody as negative controls. PCNA staining was evalu-
ated in at least four * 400 microscopic fields by counting the number
of stained tubular cell nuclei per field, and the corresponding mean
from each rat was calculated.

Cell Culture Studies

Rat kidney tubuloepithelial cells NRK 52E (ATCC CRL 1571) were
grown in DMEM with 5% FBS and antibiotics, in 5% CO, at 37°C, as
described (8). NRK 52E cells were serum-depleted for 24 h before
addition of FA, at 10 mM in 300 mM NaHCQ,, a toxic dose for these
cells (8). Some NRK 52E cells were transfected with pCMV-cAMDP
response element-binding (CREB; constitutively expressing the wild-
type CREB} or pCMV-CREB133 (a dominant-negative mutant vector
preventing Ser'™ phosphorylation of CREB; Clontech, Palo Alto, CA)
using lipofectamine (Invitrogen, Groningen, the Netherlands), accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The transfected cells were se-
lected in 1 mg/ml gentamicin (Invitrogen) for 3 wk o establish stable
cell lines. Subsequently, cells were treated with the agonists for differ-
ent times before total RNA isolation.

In some experiments, NRK 52E cells that were grown on coverslips in
multiwell plates were stimulated with 10 mM FA for different time peri-
ods in FBS-depleted medium. Then, they were fixed with 64% isopropa-
nol/15% polyoxyethylene (Cell-fixx; Shandon, Pittsburgh, PA) and eithy
permeabilized or not with 0.1% Triton X-100 in PBS for 5 min at 4°C. Afh
blocking with 1.5% normal goat serum in PBS for 30 min, the anti-Ang
antibody referred to above or a polyclonal AT1 receptor antibody (San
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) were added, each at 1200 dilutio
for 1 h at room temperature. Then, FITCconjugated anti-rabbit [pG ani
body (Sigma), at 1200 dilution, was added for 30 min. After extensiy
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Figure 2. Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) over-
expression—both mRNA and protein—after FA injury. (A)
PTHrP mRNA in the rat renal tissue at 6 h after FA injury, with
or without quinapril (Q) pretreatment. PTHrP mRNA and glyc-
eraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA, a
constitutive control, were evaluated by reverse transcription-
PCR (RT-PCR). Relative intensities of PTHrP signal corre-
sponding to four to six animals per group are indicated at the
top. (B) PTHrP immunostaining with Cé antiserum in the rat
renal cortex at 72 h after FA injury or vehicle (V) injection, with
or without Q pretreatment. Magnification, X1000 (top) and
500 (bottom).

washing, cells were mounted in Mowiol (Calbiochem, San Diego, CA),
and immunofluorescence analysis was performed with a Leica DM-IRB
confocal microscope.

Total RNA and Protein Extraction
Total RNA and protein were isolated from either rat kidney ho-
nogenates obtained with a glass-Teflon homogenizer or FBS-de-
leted NRK 32E cells using TriReagent {(Molecular Research Center,
‘incinnati, OH), according to the manufacturer’s instructions. Total
MNA was quantified by A,/ Agey ratio. Protein was determined by
he Bradford’s method (Pierce, Rockford, IL), using BSA as standard.

4]

PTHrP and Renin-Angiotensin in Acute Renal Failure

Figure 3. Effect of losartan (LST) pretreatment on angiotensin 11
(Ang II) immunostaining in the kidney of rats with FA injury.
Ang I positivity in the rat renal cortex at 72 h after vehicle
injection (B) or FA injury (C and D), with (D) or without (C) LST
pretreatment. (A) Negative control (without primary antibody)
is also shown. Magnification, *100.

Semiquantitative Reverse Transcription-PCR

Total RNA from rat kidney or NRK 52E cells (10 to 100 ng) was
reverse-transcribed, and resulting ¢cONA was amplified using the Tita-
nium One-step RT-PCR kit (Clontech) with specific primers for rat
PTHeP (6.8,16). Either the housekeeping gene glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase was amplified using specific prumers (6,8}, or
modified 185 primers (QuantumBNA 185 Internal Standards; Ambion)
were used for 185 coamplification, as constitutive controls.

The reaction mixture (10 wl) was incubated for 45 min at 48°C and 2
min at 95°C, followed by 30 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 60 to 62°C,
and 2 min at 68°C, with a final extension of 7 min at 68°C. Preliminary
experiments established that these conditions provided a linear cONA
amplification in each case. PCR products were separated on 2 agarose
gels, and bands were visualized by ethidium bromide staining, Values
that were obtained after densitometric scanning of PCR products were
normalized against those of the corresponding glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase and 185 PCR products.

Western Blot Analysis

Total protein extracts (60 pg of protein) from rat kidney or NEK
52E cells were separated on 12.5% polyacrylamide-SDS gels under
reducing conditions. After electrophoresis, samples were transferred
onto nitrocellulose membranes {Amersham, Buckinghamshire, UK),
blocked with either 5% BSA (PTHrP) or 5% defatted milk (PTH1R,
pd2/pid extracellular signal-regulated kinases [ERK1/2] and phos-
pho(p)ERK 1/2) in PBS with 0.05% Tween-20, and then incubated
overnight with an anti-pERK1/2 (The™?/Tyr™) or an anti-ERK1/2
antibody (Cell Signaling Technology, Beverly, MA), each at 1:1000
dilution; the anti-PTHrP antiserum C6, at 2500-fold dilution; or
affinity-purified anti-PTHIR antibody Ab-VII (Covance, Berkeley,
CA), at 5 pg/ml (6). B-Actin and a-tubulin were detected with a
specific rabbit polyclonal antibody {(Santa Cruz Bictechnology) or
mouse monoclonal antibody (Sigma), respectively, as constitutive
controls. After extensive washing, the membranes were incubated
with peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG and developed by
enhanced chemiluminescence {Amersham). The corresponding flu-
orogram bands were quantified by densitometric scanning (Image-
CQuant; Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).
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Figure 4. (A) PAS staining in representative renal tissue samples of rats that were pretreated with enalapril (ENAL; left) or losartan
(LST; right), at 72 h after FA injury. Histologic examination of kidney sections showed that tubular dilation and edema were not
prevented by pretreatment with these Ang Il inhibitors. (B) Renal tubular cell proliferation at 24 to 72 h after FA injury in rats that
were pretreated or not with LST or ENAL. P < 0.01 at 24 h or 72 h versus the corresponding proliferating cell nuclear antigen score
values of vehicle (V)-injected rats. (C) Time course of changes in plasma creatinine and BUN in rats with FA-induced renal injury,
pretreated or not with LST or ENAL. Experimental values are mean + SEM of four to six animals per group at each time period.
*P < (.025, *P < 0.05 versus the corresponding untreated values; *P < 0.05, P < 0.01 versus values of V-injected rats: 18 = 3 mg/dl
(BUN) and 0.5 = 0.1 mg/dl (plasma creatinine). Magnification, * 200 (left) and x<150 (right) in A.

Electrophoretic Mobility Shift Assay

Nuclear extracts were prepared according to a commerdially available
procecure (NE-PER, Pierce), as described previously (22). The synthetic dou-
ble-stranded CRE oligonudeotide  5-AGAGATTGOCTGACGTCAGAG-
AGCTAG-Y was 5"-end-labeled with 10 uCi (y“PJATP and T4 polymerase.
Muclear extracts (4 pg of profein) were incubated with 200000 dpm of =P-
labeled oligonudectide probe n 20 p] of a reaction mixture thal contained 10
mM TrisHCI (pH 7.9), 50 mM NaCl, 1 M MgCl,, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM
dithiothreitol, 4% ghyeerol, and 1 pg of poly (dC) for 20 min at 4°C.
Protein-DNA complexes were resolved on native 5% polyacrylamide /025

TBE gels. Gels then were dried and exposed 1o radiosensitive film. As speci-
facity controls, muckear extracts were preincubated with a 100-fold excess of
either unlabeled oligonuclectide or another oligonucleotide that had an
NF-«B or core-binding factor ol (chial) binding site, for 20 min at 4°C, befo
addition of the labeled probe.

Statistical Analyses

Results are expressed as mean £ SEM throughout the text. Statistic
analysis was performed by either Kruskal-Wallis test or Mann-Whitne
test, when appropriate. P < 0.05 was considered significant.

Anexos




I Am Soc Nephrol 16: 939-949, 2005

A

Control
FA

b

Fy

PTHrF and Renin-Angiotensin in Acute Renal Failure 943

Control LsT

¥

ENAL

“PTHIR (90 KDa)

= il

72 24 V 72 24 V 72 24 V

ENAL
Figure 5

LST

. PTHrP and PTHI receptor (PTHIR) in the FA-injured kidney of rats after enalapril (ENAL) or losartan (LST)

Control

pretrearments (A) Representative autoradiograms corresponding to PTHrP mRNA changes (evaluated by RT-PCR) in the kidney
at 6 to 72 h after FA injury, with or without (control) LST or ENAL pretreatment, or vehicle (V) injection. GAPDH mRNA was
included as a constitutive control. Relative densitometric values, as mean = SEM of four to six animals per group at each time
period, versus those of V-injected rats are also shown. *P < 0.01 versus V value. (B) PTHrP protein was evaluated in the rat kidney
by Western blot, at 24 h and 72 h, or immunohistochemistry, at 72 h after FA or V. (C) Western blot analysis of PTHIR protein
levels at 24 h and 72 h after FA, pretreated or not with the Ang Il inhibitors, or V injection. Protein loading was similar in each
well, as assessed by using Ponceau S staining (data not shown; B), or f-actin as an internal control (C). Relative intensities of
PTHrP and PTHIR signals, indicated at the top (B and C), are shown.

Results
“ffect of Ang Il Blockade on Changes in Renal Function and
’THrP Expression Induced by Nephrotoxic ARF

We found that the decreased renal function was significantly
mproved by quinapril pretreatment within 24 to 72 h after FA
Figure 1A). Moreover, histologic findings showed that tubular
lilation and edema, which were observed already at 6 h after
'A injection, were prevented by pretreatment with this ACE

inhibitor (Figure 1B). In addition, PTHrP upregulation-both
mRNA (by reverse transcription-PCR) and protein (by immu-
nohistochemistry)—induced by FA in the rat renal cortex was
not observed following Ang Il blockade by quinapril (Figure 2).

We further evaluated whether inhibition of PTHrP overex-
pression after FA might be a consequence of the dramatic
decrease in histologic alterations in the rat renal cortex associ-
ated with quinapril administration. Thus, in the next series of
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Figure 6. (A) PTHrP mRNA induction by FA, in the presence or absence of either losartan (LST) or candesartan (CST), in NEK 52E.
Representative autoradiograms corresponding to PTHrP mEN A changes (analyzed by RT-PCR) after addition of FA (10 mM) for
different time periods (left) or 15 min (right). Either 185 or GAPDH mRNA were used as constitutive controls. C, saline control.

Relative densitometric values, as mean

= SEM from three different experiments, are also shown. *P < 0,05 versus C value; **P <

.05 versus FA alone at 15 min. (B) FA induced, within 10 min, a rapid relocalization of the Ang I1/AT, receptor complex to the
nuclear envelope of NRK 52E cells, which was inhibited by LST. Both Ang 11 antagonists (at 10 pM) were added 1 h before FA

(A and B)

experiments we used less effident doses of another ACE inbib-
itor, enalapril, and of an AT1 antagonist, losartan, for a shorter
period than that used for quinapril to neutralize partially Ang
Il action. This pretreatment with enalapril increased ACI
mBENA expression in vehicle-injected rats, as well as its FA-
induced overexpression (8), which is likely due to ACE activity
inhibition (15) (data not shown). Ang Il staining was observed
mainly in the brush border of cortical tubules in vehicle-in-
jected rats but localized to the nudei of tubule cells after FA
imjection, as previously reported (8). However, this relocaliza-
tion was prevented by losartan pretreatment (Fgure 3)

With the use of this maneuver, there were no significant

changes in the renal histologic alterabions (Figure 4A) or the
increased PCNA immunostaining in renal tubule cells (Figure
4B) acutely observed after FA in rats that were pretreated with
these Ang Il antagonists. However, both enalapril and losartan
pretreatments significantly decreased the acute deterioration of
the renal function after FA injection (Figure 4C). This improve-
ment in the renal function induced by the Ang Il inhibitors w:

associated with a lack of remal PTHrP (mRNA and proten

upregulation after FA (Figure 5, A and B). Moreover, th
FTHIR levels in the FA-injured kidney were not downreg
lated but remained similar to those of vehicle-imjected contro
after pretreatment with both Ang Il antagonists (Figure 5C).

Anexos
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Figure 7. Western analysis of PTHrP protein levels (using anti-
serum C6) in NRK 52E cells after incubation with FA (10 mM),
at different time periods (A) or at 24 h, in the presence or
absence of Ang Il antagonists (B). Losartan (LST) or candesar-
tan (C5T) was added (at 10 uM) 1 h before FA. Protein loading
was similar in each well, as assessed by a-tubulin as an internal
control. (A) Relative densitometric values, as mean = SEM
from at least three different experiments, are shown. *P < (.05
versus control (C) value. (B) Relative intensities of PTHrP signal
are indicated at the top.

To confirm independently the apparent association between
RAS activation and PTH:P overexpression in nephrotoxic ARF,
we assessed the effect of losartan on the PTHrP response to a
distinet model of induction of this condition by injecting high
doses of gentamicin into rats. Renal function in gentamicin-
injected animals, which was dramatically deteriorated at day 4
after gentamicin injection, improved significantly after losartan
pretreatment. Thus, plasma creatinine and BUN values (mg/dl)
were, respectively, 0.25 + 0,05 and 10.5 = 0.5 (control animals;
n=4)persus 6.0 £ 0.60r 3.1 = 07, and 162 = 16 or 103 = 18,
in gentamicin-injured animals, either untreated or treated with
losartan (P < 0.05; n = 6). Four days after gentamicin injection,
we also found significant changes in the renal PTHrP/PTHIR
system: PTHrP protein levels increased to 191 = 8%, but those
of the PTHIR protein decreased to 69 * B%, compared with the

orresponding values in control rats (100%; P < 0.05or less; n =
). After losartan pretreatment, the PTHrP protein values
107 = 17%) normalized to those in control animals, whereas
he downregulated PTHIR protein levels remained low (82 =
%o versus 69 = B%; P = (L05) but showed a tendency to reach
hose of vehicle-injected (control) rats.

PTHrP and Renin-Angiotensin in Acute Renal Failure 945

Role of Ang IT on PTHrP Overexpression Associated with
Nephrotoxic-Induced Injury in Renal Tubuloepithelial Cells
To explore further the relationship between Ang II and

PTHrP overexpression after nephrotoxic-induced ARF, we
used rat renal epithelial cells NRK 52E. These cells express RAS
and can synthesize Ang II, and they have AT1 receptors (23). In
addition, we previously demonstrated that these cells produce
PTHrP, whose gene expression increased within 6 h after treat-
ment with 10 mM FA (8). In this study, this concentration of FA
rapidly {within 10 min) induced PTHrP mENA in NRK 52E
cells (Figure 6A). This early onset of PTHrP mRNA overexpres-
sion was associated with a rapid relocalization of the Ang
11/ AT1 receptor complex (visualized by immunostaining with
specific Ang Il or AT1 antibodies) mainly to the perinuclear
area of these cells (Figure 6B). It is interesting that both events
were inhibited by 10 uM losartan (Figure 6). However, 10 pM
candesartan, another Ang Il antagonist that—in contrast to
losartan—prevents AT receptor internalization and recycling
(24), was inefficient in this regard (Figure 6A). In contrast, the
maximal increase in PTHrP protein, which was observed
within 24 to 72 h after FA (Figure 7A), was abolished by either
losartan or candesartan in NRK 52E cells (Figure 7B). Both Ang
Il antagonists were equally effective in inhibiting the stimula-
tory effect of exogenously added Ang II, at 100 nM, on PTHrP
in these cells. Thus, PTHrP mRNA levels increased to 181 +
15% (P < 0.05) at 1 h by Ang Il alone and were 96 = 6% or
94 = 3% with losartan or candesartan, respectively, com-
pared with control (100%; n = 3). Meanwhile, PTHrP protein
levels were 316 = 17% (P < 0.01) at 24 h after Ang Il and
either 100 = 5% or 99 * 5% in the simultaneous presence of
losartan or candesartan, respectively, with regards to control
(100%; n = 3).

Mechanism by which Ang Il Induces PTHrP
Overexpression after FA-Induced Injury in Renal
Tubuloepithelial Cells

Ang Il interaction with AT1 receptors activates various tran-

scription factors, including CREB protein, which elicits changes
in PTHrP gene transcription in various cell types (25-27), In this
study, Ang Il was found to stimulate rapidly (within 10 min})
CRE-binding activity in NRK 52E cell nuclear extracts, and this
was inhibited by losartan (Figure 8A, left). ERK1/2 are rapidly
activated (phosphorylated) by Ang Il via AT receptors, lead-
ing to CREB activation in various cell types (2527,28). We
found that Ang 11, within a time course similar to that of CREB
activation, increases ERK1/2 phosphorylation (without affect-
ing total ERK levels) in NRK 52E cell extracts (Figure 8A, right),

We next assessed whether CREB and ERK1/2 activation might
be involved in the mechanism of FA-induced PTHrP overexpres-
sion through Ang II in NRK 52E cells. We found that FA rapidly
induced CREB activation in NRK 52E cell extracts, and this was
inhibited by losartan (Figure 8B, left). FA also stimulated ERK1/2
phosphorylation within a similar time course in these cell extracts
(Figure 8B, right). Furthermore, FTHrP mRNA overexpression
triggered by either FA or Ang II did oceur in NRK 52E that were
transfected with a wild-type CREB construct but not in those with
the mutant CREB133 construct (Figure 9A). In addition, PTH:P
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Figure 8. cAMP response element-binding (CREB) activation and extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1,/2) phosphor-
vlation induced by exogenously added Ang II or FA in NRK 52E cells. By using electrophoretic mobility shift assay with a
synthetic double-stranded CRE oligonucleotide, it was found that Ang I (100 nM) as well as FA (10 mM) stimulated CREB activity
within 10 min in NRK 52E cell nuclear extracts, and this activation was inhibited by previously (1 h) adding 10 uM losartan (LST;
A and B, left). The retarded band in these extracts from FA-stimulated cells, at 10 min, disappeared with an excess of unlabeled
CRE oligonucleotide but not with two noncompetitive oligonucleotides, confirming the specificity of the binding (B, middle),
ERK1/2 phosphorylation by Ang Il and FA in NRK 52E cell extracts (A and B, right). Western blot analysis using antibodies
against phosphorylated forms of ERK (pERK1/2) or ERK1/2 was performed. C, nonstimulated control (at 5 min).
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Figure 9. (A) Inhibition of PTHrP mRNA overexpression induced by either FA or Ang II in NRK 52E that were transiently
transfected with a mutant of CREB (CREB133) but not in those that were transfected with a wild-type CREB construct,
Representative autoradiogram showing PTHrP mRNA, and 18 S mRNA as a constitutive control, in transfected cells with eac
plasmid after 1-h stimulation with the agonists. C, saline control (left). Densitometric analysis of PTHrP mRNA levels corn
sponding to mean = SEM (<<5% of the mean in all cases) from three different experiments (right). (B) Western blot analysis
PTHtP protein levels (using antiserum C6) in NRK 52E cells after incubation with either FA or Ang II for 24 h, with or withot
10 puM PDO98059. The inhibitor was added 1 h before the nephrotoxin or Ang II. Protein loading was similar in each well, ¢
assessed by e-tubulin as an internal control. FA and Ang Il were used at 10 mM and 100 nM, respectivelv. Relative intensities ¢
PTHrP signal, indicated at the top, are shown.
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protein upregulation by FA or Ang IT was inhibited by 10 pM
PDN98059, an ERK kinase inhibitor (29), in these cells (Figure 9B).

Discussion

Current evidence indicates the important role of RAS in the
pathophysiologic mechanisms of renal injury (6,13-16). In fact,
Ang II, the main RAS agonist, is now considered as a growth
factor that plays an important role in the progression of kidney
damage (14). This is related to the well-documented findings
that Ang II can induce the synthesis of several mediators, such
as TNF-e, IL-6, monocyte chemotactic protein-1, and the activ-
ity of the transcription factor NF-xB, associated with the pres-
ence of glomerular and interstitial inflammatory cells in the
kidney (19,30). Furthermore, previous studies support that this
system is also involved in the mechanisms associated with
ARF. Thus, activation of local components of RAS, including
Ang 11, seems to occur early after either FA injection or isch-
emia/reperfusion, and administration of Ang I antagonists
exerts beneficial effects on renal function in the latter setting
(8,15,20,31). Moreover, Ang Il inhibition attenuates glycerol-
induced ARF (32). This study demonstrates that Ang I block-
ade causes a significant improvement in the renal function after
FA- or gentamicin-induced acute renal injury in rats.

Renal functional recovery after nephrotoxic or ischemic ARF
requires the repair of the injured tubular epithelium, a process
that seems to be modulated by a variety of renal growth factors
and cytokines (2,3). In the kidney, Ang Il can also affect renal
cell growth besides its effects on extracellular matrix accumu-
lation; e.g., it promotes EGF-stimulated proximal tubule cell
proliferation (33,34). In this study, we found that the dramatic
quinapril-induced amelioration of renal function after FA was
associated with low (normal) tubular cell proliferation (by
PCNA immunostaining) and normal renal histology. However,
pretreatment with lower doses of two different Ang Il antago-
nists (enalapril and losartan) led to a significant improvement
of rat renal function without significant changes in either tu-
bular PCNA staining or histologic morphology in FA-injured
kidney. Moreover, previous studies using the renal ischemic
maodel have shown that AT1 receptor mRNA was downregu-
lated in the renal cortex early after reperfusion, in the presence
of an intense tubular proliferation (31). Collectively, these find-
ings and the results herein support the notion that Ang II does
not interact significantly with the mechanisms involved in tu-
bular hyperplasia in both models of ARF.

In a previous study, we showed that PTHrP (1-36), exog-
encusly administered as a single dose shortly after FA injection
in rats, moderately but significantly increased the number of
PCNA-stained tubular cells, without affecting the deteriorated
renal function, at 24 h (8). In this study, we found that the renal
PTH:P overexpression in rats with FA-induced ARF was abol-
ished by two ACE inhibitors or the AT1 receptor antagonist

osartan, even by using low doses of these antagonists, which
lid not affect tubular cell hyperplasia. These findings indicate
hat the initial proliferative response of the renal tubule to FA
an oceur independent of PTHrF, and Ang Il antagonists are
ather to exert beneficial effects in FA-injured kidney by prob-
bly affecting intrarenal hemodynamics.
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It is interesting that pretreatment with the Ang Il antagonists, in
addition to preventing PTHrP overexpression, impaired the
PTHIR protein downregulation observed in the acutely damaged
rat kidney. Collectively, our findings support the notion that RAS
activation is responsible for PTHeP induction and that Ang II
blockade leads to normalization of the renal PTHrP/PTHIR sys-
tem in nephrotoxic ARF.

We found that a nephrotoxic concentration of FA rapidly
stimulates PTHrP mENA in NRK 52E cells by a mechanism
inhibited by losartan but not by candesartan, two agents that
differ in their cell permeability (24). However, both antagonists
inhibited PTHrP induction by exogenous Ang II, which sug-
gests a similar effectiveness in their interaction with AT1 re-
ceptors on the cell surface in these cells. It is interesting that
losartan also blocked the perinuclear relocalization of Ang I
and the AT1 receptor that occurs shortly after FA addition to
NRK 52E cells. The kidney accumulates Ang I1 from the circu-
lation, but it can clearly be synthesized locally within the renal
cells and act in an autocrine, paracrine, or even intracrine
manner (15,24,35). Regarding the last, intracellular Ang [l may
accumulate as a result of Ang [I/AT1 receptor complex forma-
tion in cell endosomes or as a result of its interaction with Ang
Il nuclear receptors, associated with disease severity in various
pathologic conditions (35,36). The aforementioned difference
between the efficacy of losartan and candesartan suggests that
intracellular Ang Il retention might be responsible for the early
PTHrP gene induction by FA in renal tubule cells, This is
consistent with previous findings in other cell types indicating
that intracellular Ang Il can increase gene transcription (24).
However, both Ang Il antagonists were shown to be equally
effective in inhibiting PTHrP protein induction triggered by
FA, suggesting that an autocrine mechanism may also contrib-
ute to this response at a later stage.

Ang ITinteraction with the AT1 receptor activates the MAPK
pathway, leading to CREB activation (25,27,28). In this study,
FA rapidly induced an AT1 receptor-mediated increase in
CREB activation in NRK 52E cells. We also found herein that
FA, in a similar manner to Ang II, induced ERK1/2 phosphor-
ylation in NRK 52E cells. Moreover, inhibition of either ERK or
CREB activation abolished FA-induced upregulation of PTHrP
in these cells. Collectively, these findings support the hypoth-
esis that in renal tubuloepithelial cells, PTHrP overexpression
by FA is coupled to CREB activation through a pathway that
requires ERK1/2 phosphorylation.

We recently demonstrated a correlation between the im-
provement of tubular damage and fibrosis and PTHtP inhibi-
tion after AT1 receptor blockade in rats with Ang II-induced
renal injury (6). These findings further support the notion that
PTHrP upregulation might be related to the mechanisms asso-
ciated with Ang Il-induced kidney injury. It was suggested
previously that, in the arterial wall, PTHrP might act locally to
antagonize some of the effects of Ang II on vascular smooth
muscle cells (4,17,37). Thus, although further work is needed to
define the true pathogenetic role of both proteins in ARF,
PTHrP might either exert a reciprocal control on or recapitulate
at least some Ang II effects in the acutely damaged kidney.

In conclusion, the findings presented here demonstrate that
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PTHrP overexpression in nephrotoxic ARF depends on RAS
activation. In addition, we have identified a mechanism by
which a nephrotoxic concentration of FA, through activation of
a local Ang II/AT1 receptor system, can induce PTHrP over-
expression in the renal tubule.
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Abstract

Parathyroid hormone [PTH [-related protein [PTHrP|
was first identified as the main agent responsible for
fuenaral hypercalcemia of malignancy. PTHrP is now
known to be synthesized in most normal tissues, where
it has autocrine/paracrine and even infracrine acrions.
Both PTHrl and the PTH/PTHrP type | receptor are
abuncant throughout the renal parenchyina. In the kidney,
PTHrP appears to exert modulatory roles of both
plomerular and tubular function, and is a porent
vasodifator of renal vessels. PTHrP averexpression oceurs
in experimental models of several nephropathies, and
crrrent dota support that it might interact in a complex
fashion with the mechanismy of renal injury and repair.

1. Introduction
Parathyroid  hormone  (PTH)-related  protein
(PTHrP) was initially isolated from tumors associated

Correspondence/Reprint request: Dr. Pedro Esbrit,. Bone gnd Mineral Metnbolism Laborutory, Fundacion liménes Dige
Avda, Reves Catdlicos, 2, 28040 Madnd, Spaie. E-ail: peshrit@fd.es
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with humoral hypercalcemia ol malignancy. PTHrP overproduced by these tumors is
now known to be the main factor responsible for the increase in both bone resorption and
renal calcium reabsorption in this syndrone [1]. These effects occur by interaction with
a G protein coupled receptor, the so-called PTH/PTHrP type | receptor (PFTHIR). The
N-terminal region of PTH and PTHrP binds to this receptor with almost equal affinities
due to sequence and conformational homologies in this region of both proteins [2].

PTH and PTHrP are products of separate genes located on chromosomes 11 and 12,
respectively. In contrast to the relatively simple structure of the PTH gene, the PTHrP
gene 1s complex. It consists of eight exons which may produce through alternative
splicing three distinet mRNA species encoding three proteins of 139, 141, and 173
aminoacids differing in their C-terminal region [3]. These PTHrP isoforms undergo
¢xlensive posttranscriptional processing which give rise to a family of mature secretory
forms, each with its own physiological function{s) [3-5].

Whereas PTHrP can act as an endocrine factor in cancer, its production by many
normal tissues is associated with a variety of autocrine/paracrine effects during fetal and
adult Life. Some but not all of these physiological effects oceur through the PTHIR
interaction, and include: regulation of smooth muscle tone, modulation of transepithelial
calcium transport, and regulation of cell growth and/or cell diferentiation and apoptosis
[3-5]. Disruption of the PTHrP or the PTHIR genes is lethal in the homozygous state,
indicating that the PTHrP/PTHIR system has an important developmental role(s) in the
foetus [4,6]. In addition, recent studies have shown that PTHrP can internalize into the
nucleus where it may affect cell proliferation or apoplosis, depending on the cell type
[5.7.8]. PTHrP also binds to RNA, suggesting its putative role in RNA processing [9].

PTHrP has complex effects in the kidney {Table 1). However, understanding of the
precise renal action{s) of this protein in normal and pathologic conditions is only

Table 1. PTHrP and the kidney

Actions References
Yascactive effects Vasodilatation, inferaction  Clemens ot al | 5]
with Ang 11 f.orenzo ecal [13]

Piroka ei al [47]

Glomerular aclions RBF gnd GFR modulation  Masafelder et al
[11,17]; Endhch
et al [16]
Mesangial cell refaxation Basch et al [15]
and eell prowih Smfer et al [19]
Stinuifation of renin Saussine el al {20]
Effects an ronal FTH-like eflects on ion Everhar-Caye ct
rhules transpert and To-hydroxilase  al [21] Maeda of
al {22]
Tubuslar cefl profiferation Burion et al [25);

2 Mignel et al
|26 ] CGarcia-Uieana
et &l [27-29];
Santog et al [30]

REF = renal Wood Tow; 'I':j.1"I|i’-_'-J.ﬂm!ii‘.tLEléII.T_fI.I.!.f_:-i!.-i:m. rafe.
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beginning to be unraveled, The present review focuses on current hypothesis which
envisions PTHrP as a renal cytokine interacting with the mechanisms of kidney damage
and repair,

2. PTHrP and its receptors in the Kidney

Targeted disruption of the PTHrP gene in mice has not been shown to be associated
with abnormalities n kidney developroent, although a possible altered function
neonatal or adult life 1s unknown as these mice die at hirth [6]. A more recent study has
examined the localization of PTHrP and the PTHIR mRNA in the developing mouse
kidney {10]. High PTHrP mRNA levels were found during the generation of new
nephrons in: the collecting duct, urothelium of the pelvis, the developing tbules, and
immature elements of the glomerulus. The PTHIR mRNA was unchanged during
development of tubules and glomeruli, but was not found in the urothelium of the pelvis
or the collecting duct [10]. This suggests a role for PTHrP, mediated through the PTHIR
and maybe other uncharacterized receptors, in renal maturation.

In the adult kidney, PTHrP has been identified in the glomerular podocytes and
mesangial cells, in proximal, distal, and collecting tubules, in the intrarenal arterial tree,
including affcrent and efferent arterioles, as well as in the macula densa [11-13]. Using
different mRNA and protein detection techniques, the PTHIR has been detected in
convoluted and straight proximal tubules, cortical siraight ascendent hmbs, and in distal
convoluted tubules in both rats and humans, consistent with known sites of PTH action
[12-14]. This receptor is also present in rat mesangial cells, although it could not be
detected in human mesangial cells [13-15]. In addition, a PTHrP receptor transcript with
an apparenl sequence homology with that of the PTHIR is abundant in human
glomerular podocyles [ 14].

3. Effects of PTHrP in the glomerulus

PTHrP is a potent smooth muscle relaxant, and several lines of evidence support its
complex action(s) on the glomerulus [3,5,11]. Using a hydronephrotic rat kidney model,
local administration of the N-terminal PTHrP fragment induced vasodilatation of all
preglomerular vascular segments, including the alferent arteriole, and an increase in
renal blood flow |16]. Furthermore, PTHrP infused direcily into the renal artery of
anaesthetized rats increased the renal blood flow, the glomerular filtration rate and the
uring flow without significantly increasing the filtration fraction [17]. PTHrP was also
found 1o induce relaxation of cultured human mesangial cells preconiracted with
platelet-activating factor, and to reduce bradykinin-induced increase in |{fﬂ1-“] in mouse
podocytes, through the cAMP pathway [15,18]. On the other hand, PTHrP stimulates
renin secretion in the rat kidney, and stimulates mesangial cell growth in vitro
[15,19,20]. It has been hypothesized that these bifunctional features of PTHrP might
provide a self-regulating mechanism(s) to modulate renal blood low and glomerular
filtration rate in renal physiology [5].

4. Effects of PTHrP in the renal tubule

In renal wbular cells, PTHrP exerts PTH-like effects through interaction with the
PTHIR. Therclfore, PTHrP increases caleium reabsorption in the distal wbule, while in
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the proximal tubule, it inhibits phosphate and bicarbonate reabsortion, as well as Na“/H”
exchange, and stimulates 25-hydroxycholecalciferol la-hydroxylase activity [5,21,22].
Studies using stable transfection of the PTHIR ¢DNA into wbuloepithelial celis LLC-PK,
lacking this receptor show that adenylate cyelase and  phospholipase C activation
following N-terminal PTHrP incubation are differently affected by the receptor density
[23]. Thus, modulation of the PTHIR density, and its G protein coupling, might provide
a mechanism to explain the distinct pattern of PTHIR signaling after PTHrF binding in
different nephron segments [24].

PTHrP also has actions unrelated to those traditionally associated with PTH in the
renal tubules. Therefore, PTHrP is mitogenic for various tubuloepithelial cells in culture,
including renal carcinoma cells, distal wbule-like cells MDCK, and subconfluent
proximal tubule cells [25-30]. This effect in the latter cells seems to occur by activation
of the PTHIR and subsequent stimulation of both adenylate cyclase and protein kinase C
[28].

5. PTHrP and renal disease

Ischemic and toxic injury to renal tubular epithelial cells can cause both acute and
chronic renal failure depending on the intensity and exposure time to the damage
[31,32]. Proliferation of affected whular cells appears to be important for timely tubular
recovery following renal injury and for subsequent functional recovery of the injured
kidney. Some renal growth factors, acting in an autocrine and paracrine manner, appear
to participate in the repair process of the bular epithelium in this setting [32-35].

PTHrP gene expression increases during the recovery phase after renal ischemic
injury or following folic acid-induced acute renal fatlure in rats [19,30]. PTHrP
overexpression was also observed in vitro in proximal tubule-like cells following severe
ATP depletion or exposure to folic acid [29,30]. Moreover, this PTHrP upregulation has
an autocrine effect o counteract in part the folic acid- or ATP depletion-induced
decrease in the cell number [29,30]. These lindings suggest that PTHrP could participate
in the regencrative process after acute renal injury.

Both tubular necrosis and apoptosis are common events associated with renal
damage [31,35]. In this regard, PTHrP has been shown to inhibit cell death in some cell
types, while it promotes cell death in a rat intestinal cell line [7,36-39). The cellular
mechanisms by which PTHrP can inhibit cell death in some cell types remain unclear. In
chondrocytes, the antiapoptotic effect of PTHrP appears to involve its interaction with
the PTHIR, and also its internalization into the nucleus [7,36]. In any event, a putative
modulatory action of PTHrP on apoptosis in renal tubular cells —which has yet to be
tested- could contribute to repairment of the damaged renal parenchima.

Chronic cyclosporin administration, which induces intersticial fibrosis and tubular
atrophy, is associated with PTHrP upregulation in the rat renal cortex [40]. The renal
expression of PTHrP was also recently evaluated in a rat model of protein overload,
since profeinuria correlates with progression to end-stage renal disease. In this model.
PTHP mRNA was found to increase sequentially in the renal cortex during the
development of proteinuria [41]. Interestingly, dramatic PTHrP immunostaining was
found to occur in glomerular mesangial cells, associated with an increased mesangial
growth and mairix expansion in rats with proteinuria [41]. Moreover, PTHrP expression
was upregulated in the kidney of mice with streptozotocin-induced diabetes, in association
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with the initial stages of diabetic nephropathy [42]. Collectively. these data suggest that
PTHrP might be involved in the mechanisms associated with renal damage.

The renin-angiotensin system is known (o play an important pathogenetic role in the
development of kidney damage [43,44]. In fact, angiotensin 11 (Ang IT) can induce either
cell proliferation or cell hypertrophy in both mesangial and tubuloepithelial cells, and in
interstitial fibroblasis [44,45]. Interestingly, this factor via AT, receptors stimulates
PTHrP expression in glomerular and tubular cells, as well as in vascular smooth muscle
cells both in vivo and in vitro [13,46]. Thus, Ang I1 is a likely candidate responsible for
PTHrP overcxpression at least in the chronicaily damaged kidney. It is currenly
unknown whether PTHrP might contribute to some of the deleterious effects of Ang I or
represents a compensatory mechanism o attenuate Kidney injury.

The putative role played by PTHrP in the damaged kidney is currently intriguing
since the PTHIR gene was rapidly downregulaled Tollowing acute renal injury [19,30].
This is in contrast to other well characterized renal mitogens, such as epidermal growth
factor and hepatocyte growth factor, whose receptors are upregulated after acute renal
failure [32,34]. Moreover, this receptor was also decreased in protein overloaded rats
[41]. Factors other than Ang Il —and also PTHrP- is likely to account for the PTHIR
downregulation associated with kidney damage [13,47]. It is interesting to mention in
this context that spliced variants of the PTHIR appear to be present in the kidney {48];
and that the PTHIR can be internalized into the nucleus in renal tubular cells [49]. The
pathophysiological relevance of these mechanisms for the PTHrP action in the damaged
kidney is presently unknown.

6. Future perspectives

Much work has still to be done to fully understand the true role of PTHrP in renal
pathophysiology. Specifically, the following issues should be addressed i future studies:
1) characterization of PTHrP receptors different from the PTHIR and their putative
contribution to overall PTHrP effects in the kidney; 2) assessment of possible effects of
other PTHrP fragments distinct from the PTH-like fragment on renal cell growth and/or
cell differentiation; 3) analysis of the relationship between PTHrP and other well
characterized growth factors and vasoactive agents in the regulation of renal growth
and/or function; 4) evaluation of the relative significance of haemodinamic and growth
effects of PTHrP in the injured kidney; 5) assesment of a possible therapeutic role of
PTHrP as a renal regenerative factor in renal failure.
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