EXPERIMENTAL IN VIVO

4 RESULTADOS

4.1 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL IN VIVO

Los resultados obtenidos se han distribuido en diferentes apartados: determinaciones ponderales,

bioquimica, hematologia y presion arterial sistdlica; y analisis histologica.

4.1.1 Evaluacion ponderal.

Al iniciar el procedimiento experimental los dos grupos de ratas (lean y obese) tenian pesos
corporales diferentes, aunque no se apreciaron diferencias entre las ratas del mismo grupo. El peso

de las ZL oscilaba entre 152 y 182g y el de las ZO entre los 131y 171g.

En la semana 16 de la experimental, las ratas fueron ganando peso llegandose a estabilizar al final
de este periodo. La administracion de quinapril y atorvastatina al principio inhibié el aumento de

peso, restableciéndolo totalmente cuando las ratas llevaban 2 meses mas de tratamiento.

El peso renal parece estar influido por el genotipo de las ratas ZO, los rifiones de las cuales pesaban

menos que los de las ZL.

Tabla 9. Evaluacion ponderal a las 16 semanas de edad

GRUPO PesoCorporal (%)Peso (%)Peso
(16 Semanas) (9) Rifion/Peso  Higado/Peso
Corporal Corporal
ZL1 327.5+10.4 0.89+0.06 2.75+0.42
Z01 °475.78+25.2  0.78+0.06 3.51+0.67

ANOVA, ONEWAY: p<0.05: *ZL 1vs ZO1.

Tabla 10. Evaluacion ponderal a las 24 semanas de edad.

GRUPO Peso Corporal (%) Peso Rinén/ (%) Peso Higado/
(24Semanas) (9) Peso Corporal Peso Corporal
ZL2 405+17.4 0.88+0.02 3.24+0.09
Z02 ¥547.09+17.03 %0.97+0.02 4.83+0.12
Z0Q2 476.28+15.31 0.91+0.05 3.94+0.18
ZOA2 475.16+26.15 1.02+0.09 5.38+0.29

ANOVA, ONEWAY: p<0.05: *ZL2vsZ02

Datos expresados como media * error estandar.
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Tabla 11. Evaluacién ponderal a las 32 semanas de edad.

GRUPO PesoCorporal (%)PesoRifién/Peso  (%)Peso Higado/Peso
(32Semanas) (9) Corporal Corporal
ZL3 393.59+17.24 0.88+0.05 3.32+0.26
Z03 9558.37+13.64 70.73+0.07 5.65+0.39
Z0Q3 492.21+11.84 0.52+0.02 4.40+0.17
ZOA3 511.95+19.34 0.50+0.01 6.06+0.34

ANOVA, ONEWAY: p<0.05: “ZL3vsZ03

4.1.2 Presioén arterial sistolica.

Ni en el inicio ni en el final de la experimental no se encontraron diferencias significativas entre los
controles y los tratamientos, considerando la media de las presiones de todos los meses de vida de
cada uno de los animales. Por el contrario, si se consideraba inicamente la presion sistolica de los
dos ultimos meses de vida, se detectaron divergencias estadisticamente significativas entre las ratas
Zucker obese control y el grupo tratado con quinapril tanto a las 16 como 32 semanas de edad.

También existian diferencias significativas entre ambos tratamientos a las 32 semanas de edad.

Tabla 12. Presion arterial sistolica

ZL1 ZL2 ZL3 Z01 Z02 Z03

Pr Media 139+4 142 +3 1413 1367 138+ 4 141+£3

Media de las 2 ultimas presiones 145+ 4 1412 139+ 7 136+8.6 140+8 142+ 8

Z0Q2 Z0Q3 ZOA2 ZOA3
Pr Media 131+10 1275 137+ 2 140+ 2
Media de las 2 dltimas presiones P120+5 P129+8 “139+4 ©°149+4

ANOVA, P entre grupos < 0.05; °Z03 vs ZOA3; dZOQZ vs ZOA2; °Z0Q3 vs ZOA3;
P <0.001: ®Z0O2 vs ZOQ2

Z1.x: Zucker lean; ZOx: Zucker obese; ZOQx: Zucker obese tratadas con quinapril;
ZOAXx: Zucker obese tratadas con atorvastatina. X=1, 2 y 3, indicando edades de 16, 24 y 32 semanas.

Datos expresados como media % error estindar. (n=8 por grupo)
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4.1.3 Creatinina, albumina y proteinas en suero.

No se observan diferencias relevantes en lo que respecta a la creatinina, alblimina y proteinas en
suero excepto para las proteinas totales donde la rata Zucker obese a las 32 semanas presenta

niveles significativamente superiores al control sano, Zucker lean y el grupo tratado con quinapril.

Tabla 13. Creatinina, albiimina y proteinas en suero a las 16semanas de edad

GRUPO ZL1 Z01
16 semanas
CREATININA(mg/dl) 0.43+0.02 0.38+0.03
ALBUMINA (g/l) 19.12+0.67 21.24+1.73
PROTEINAS (g/l) 30.90+0.93 38.64+1.76

Tabla 14. Creatinina, albimina y proteinas en suero a las 24semanas de edad

GRUPO ZL2 202 Z0Q2 ZOA2
24semanas
CREATININA(mg/d) 0.38+0.02 0.35+0.17 0.42+0.03 0.51+0.03 ®/
ALBUMINA (g/l) 19.87+0.42 17.8+0.70 23.02+0.70 24.35+1.55
PROTEINAS (g/l) 33.751£0.53 37.32+0.95 9 44.03+2.48 ° 42.3+2.12

Tabla 15. Creatinina, albimina y proteinas en suero a las 32semanas de edad

GRUPO ZL3 Z03 Z20Q3 ZOA3
32 semanas
CREATININA(mg/dl) 0.34+ 0.01 0.42+ 0.05 0.38+0.02° 0.46+ 0.04'
ALBUMINA (g/l) 18.64 £ 0.49 18.15 £ 1.51 21.26 £ 0.69 20.54+ 1.25

PROTEINAS (g/l)
31.37+0.53 51.77+6.32° 36.76 1.27°%" 4264+ 217"

ANOVA, P entre grupos < 0.05; * ZL3 vs Z03; "ZL3 vs QZ03; ‘202 vs Z0Q2; 1703 vs Z0Q3;Z0Q2
vs ZOA2; "Z0Q3vsZOA3; P < 0.01: & ZL2 vs ZO2; "ZL3 vs ZOQ3; ' ZL3 vs ZOA3; {1 Z02 vsZO A2.

ZLx: Zucker lean; ZOx: Zucker obese; ZOQx: Zucker obese tratadas con quinapril;
ZOAX: Zucker obese tratadas con atorvastatina. X=1, 2 y 3, indicando edades de 16, 24 y 32 semanas.

Datos expresados como media * error estandar. (n=8 por grupo)
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4.1.4 Glucosa e Insulina en suero.

No se constataron diferencias en los niveles de glucemia, aunque es destacable que los niveles eran
moderadamente altos. Los niveles de insulina resultaron ser significativamente superiores en las

ratas Zucker obese, tal y como era de esperar por el modelo experimental.

Tabla 16. Glucosa e Insulina a las 16 semanas de edad

GRUPO ZL1 Z0o1
16 semanas
GLUCOSA (mol/dl) 8.4+0.77 11.43 £0.99
INSULINA (ng/ml) 1.00 £ 0.41 570+ 0.72

Tabla 17. Glucosa e Insulina a las 24 semanas de edad

GRUPO ZL2 Z02 20Q2 ZOA2
24 semanas
GLUCOSA (mol/dl) 9.06 £ 0.49 10.30 £ 0.87 12.33£0.55 16+24
INSULINA (ng/ml) 1.80£0.72 i8.48 + 2.15 12.05+1.45 10.56 £ 3.9

Tabla 18. Glucosa e Insulina a las 32 semanas de edad

GRUPO ZL3 Z03 Z20Q3 ZOA3
32 semanas
GLUCOSA (mol/dl) 10.11 £ 0.75 11.25+0.65 10.13 £ 0.62 1225+ 11
INSULINA (ng/ml) 1.48 £0.22 7.88 +1.85 °9.16 £ 1.73 13.54 £ 5.31

ANOVA, ONEWAY: P<0.05; a=ZL2vs Z02, b=Z13 vs Z03, ¢=7202 vs Z0Q2

ZLx: Zucker lean; ZOx: Zucker obese; ZOQx: Zucker obese tratadas con quinapril;
ZOAX: Zucker obese tratadas con atorvastatina. X=1, 2 y 3, indicando edades de 16, 24 y 32 semanas.

Datos expresados como media * error estandar. (n=8 por grupo)
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4.1.5 Lipidos en suero.

Se encontraron diferencias significativas desde las 8 semanas de edad entre ambos grupos
controles: las ratas Zucker obese presentaban un 63.31% en colesterol y un 91% en triglicéridos
mayor que el grupo control Fa/fa. La concentracion de colesterol fue disminuida por el quinapril en
un 27.5 % (16 semanas de edad) y 60.43% (32 semanas de edad) alcanzando diferencias
resefiables. Por otro lado, la Atorvastatina mostrd unicamente divergencias destacables a las 32
semanas de edad, reduciendo las cifras de colesterol en un 28.11%. Se encontraron niveles

reductores de colesterol mejores en el grupo tratado con quinapril.

La concentracion de triglicéridos séricos fue disminuida significativamente en un 69 % por el
quinapril (32 semanas de edad). El grupo tratado con Atorvastatina alcanz6 diferencias
significativas a las 16 semanas de edad (disminucion de 50.1%) y a las 32 semanas de edad
(disminucion del 54.65%). Aunque la Atorvastatina redujo previamente los niveles de triglicéridos
(16 semanas de edad), no se encontraron diferencias entre ambos fairmacos a las 32 semanas de

edad, llegando a alcanzar unas niveles de reduccion de los triglicéridos muy similares.
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Tabla 19. Colesterol y triglicéridos séricos a las 16 semanas de edad

GRUPO ZL1 Z01
16 semanas
COLESTEROL 57.08+8.67 130.474+9.58
(mg/dl)
TRIGLICICERIDOS 24.28+2.88 289.87+75.59
(mg/dl)

Tabla 20. Colesterol y triglicéridos séricos a las 24 semanas de edad

GRUPO ZL2 202 Z20Q2 ZOA2
24semanas
COLESTEROL 62.474+3.42 180.43+10.84 " 126.55+9.58° 190.59+17.42 °
(mg/dl)
TRIGLICICERI-  45.5045.37 252.44+28.05" 380+50.29? 115.95+17.30 **
DOS (mg_;/dl)

Tabla 21. Colesterol y triglicéridos séricos a las 32 semanas de edad

GRUPO ZL3 203 Z0Q3 ZOA3

32 semanas
COLESTEROL  57.19+ 3.34 287.35+46.43 113.68+5.21°% 206.56+17.46
(mg/dl)
TRIGLICICERI-  39.37+ 4.48 795.70+ 175.4 ¢ 246.85+ 42.6 > ° 360.83+ 51.04 ©!
DOS (mgl/dl)

ANOVA, P entre grupos < 0.05: *Z02 vs ZOQ2; "Z03 vs ZOQ3 P < 0.01: ‘ZL3 vs ZOQ3; “ZL3 vs
Z03; °Z03 vs Z0Q3; 'Z02 vs A2;5Z0Q2 vs ZOA2 P < 0.001: "ZL2 vs Z02; 'ZL3 vs ZOQ3; 'ZL3 vs
ZOA3; *20Q2 vs ZOA2.

Z1.x: Zucker lean; ZOx: Zucker obese; ZOQx: Zucker obese tratadas con quinapril;
ZOAXx: Zucker obese tratadas con atorvastatina. X=1, 2 y 3, indicando edades de 16, 24 y 32 semanas.

Datos expresados como media * error estandar. (n=8 por grupo)
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4.1.6 Proteinuria.

Las ratas Zucker obese iniciaron el desarrollo de la proteinuria a partir del tercer mes de edad. El

tratamiento con quinapril redujo la proteinuria hasta niveles basales, semejantes a los de los

controles, Zucker lean. La atorvastina disminuyo la proteinuria de manera significativa, en un 37%

(6°mes) sin llegar a reducir los valores basales.

Tabla 22. Proteinuia (mg/24horas)

GRUPO ZL Z0 Z0Q ZOA
1° MES 3.2+0.42 1.18+0.20 1.92+0.19 1.06+0.17
2° MES 4.80+0.48 4.51+0.56 2.78+033 3.43+£1.08
3° MES 4.32+0.37 55.18+26.15 2.51+0.45 33.20+8.93
4° MES 4.15+0.56 128.85+13.932° 2.72+0.45 77.85£16.08'
5° MES 4.83+0.67 186.10+24.36 3.78+1.20 123.56+18.66
6° MES 5.45+0.56 226.38+30.8°%° 4.14+1.25 142.7+21.39°

ANOVA, ONEWAY a=ZL(2) vs ZO (4) p: 0.001; b=Z0 (4) vs ZQ (4) p: 0.001;
c=ZL (6) vs ZO (6) p: 0.000; d=ZO (6) vs ZQ (6) p: 0.000; e= ZO (6) vs ZOA (6)
p: 0.046; f=Z0Q (4) vs ZOA (4) p: 0.027; g= Z0OQ (6) vs ZOA (6) p: 0.001

ZLx: Zucker lean; ZOx: Zucker obese; ZOQx: Zucker obese tratadas con quinapril;

ZOAX: Zucker obese tratadas con atorvastatina. X=1, 2 y 3, indicando edades de 16, 24 y 32 semanas.

Datos expresados como media + error estandar. (n=8 por grupo)

4.1.7 Analisis histologico.

Histologicamente queda patente la aparicion de lesiones incipientes, debidas al fenotipo de la rata

Zucker Obese, modelo de hiperlipidemia y DMNID (Foto 1). Las diferencias entre los controles se

evidencian en la semana 16, aumentandose la disferencias de una manera exponencial entre ambos

grupos en la semana 32. El quinapril redujo el nimero de glomérulos lesionados llegando a la

normalizacion del cuadro histologico, mientras que la atorvastatina disminuy6 las lesiones en un

58.7% a las 32 semanas de edad.
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Tabla 23. Porcentaje de glomérulos (%) con lesiones segmentarias focales.

GRUPO ZL1 Z01
16 semanas

Lesiones 0 1.43+£1.43
Glomerulares (%)

Tabla 24. Porcentaje de glomérulos (%) con lesiones segmentarias focales.

GRUPO ZL2 202 Z20Q2 ZOA2
24 semanas

Lesiones 0 3.70+£1.54 * 1.18 £0.73 1.07+0.83
Glomerulares (%)

Tabla 25. Porcentaje de glomérulos (%) con lesiones segmentarias focales.

GRUPO ZL3 203 Z0Q3 ZOA3
32 semanas

Lesiones 0 10.731.6 ¢ oef 4.75+1.24 ¢
Glomerulares (%)

Lesiones Glomerulares (%): nimero de glomérulos con lesiones, en un total de 100 glomérulos

observados (Apartado 3.1.1.2.1)

ANOVA, P entre grupos < 0.05: *ZL2 vs Z02; "Z03 vs ZOA3, P < 0.01: °ZL3 vs Z03; * Z03 vs ZOQ3;
°ZL3 vs ZOA3; "Z0Q3 vs ZOA3.

ZLx: Zucker lean; ZOx: Zucker obese; ZOQx: Zucker obese tratadas con quinapril;
ZOAX: Zucker obese tratadas con atorvastatina. X=1, 2 y 3, indicando edades de 16, 24 y 32 semanas.

Datos expresados como media = error estindar. (n=8 por grupo)

Se observa la aparicion de lesiones glomerulares focales acompafadas de lesiones intersticiales
(foto 2), caracterizadas por inflamacion cronica alrededor de los vasos con obliteracion de la luz
capilar. Estas eran tan severas como las mismas lesiones glomerulares. Se puede apreciar la
existencia de algunas células espumosas, aunque no en el numero que se detecta en ratas

alimentadas con dietas de alto contenido graso.
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Foto 1. Tincion hematoxilina-eosina 40X. Presencia de histiocitos espumosos en el

glomérulo con inicio de lesion segmentaria.

Foto 2. Tincion hematoxilina-eosina 20X. Foco de inflamacién cronica en intersticio.
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4.2 EXPERIMENTAL IN VITRO

4.2.1 Analisis morfométrico.

La area glomerular mostré discordancias resefiables entre ambos grupos controles a las 24 semanas
de edad. El tratamiento con quinapril redujo el area un 21% (24-semanas) y un 45% (32-semanas)
respectivamente. En cambio, la atorvastatina alcanzé valores unicamente significativos a las 24-

semanas (32% de reduccion).

Tabla 26. Area glomerular séricos a las 16 semanas de edad

GRUPO ZL1 Z0o1
16 semanas
Glomerular area (GA) 7437 £ 788 9224 + 788
(nm”)

Tabla 27. Area glomerular a las 24 semanas de edad

GRUPO ZL2 Z02 Z0Q2 ZOA2
24semanas

Glomerular area 10173 + 842 13243 + 788° 10478 + 788¢ 9027 + 842"

(GA) (mm?)

Tabla 28. Area glomerular a las 32 semanas de edad

GRUPO ZL3 Z03 Z0Q3 ZOA3
32 semanas

Glomerular area 11915+ 743" 14212 + 788° 7840 + 842°f 13402 + 910°¢

(GA) (mm?)

(mg/dl)

ANOVA, P entre grupos < 0.05: “ZL2 vs Z02,"ZL3 vs ZOQ3, “ZL3vsZ03, ‘Z02 vs ZOQ2.
P <0.01: "ZL3 vs ZOA3, 'Z02 vs ZOA2 P < 0.001: "Z03 vs ZOQ3,2Z0Q3 vs ZOA3.

Z1x: Zucker lean; ZOx: Zucker obese; ZOQx: Zucker obese tratadas con quinapril;
ZOAX: Zucker obese tratadas con atorvastatina. X=1, 2 y 3, indicando edades de 16, 24 y 32 semanas.

Datos expresados como media * error estindar. (n=8 por grupo)
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4.2.2 Estudio inmunohistoquimico.

4.2.2.1 Marcadores de proliferacion celular: Ki-67

No se encontr6d expresion de este marcador en ningun grupo. Como control positivo se utilizé un

ganglio linfatico.

4.2.2.2 Marcadores de actividad quimiotactica: IL-8 e IP-10

La expresion de IL-8 fue claramente negativa en el grupo de las ratas Zucker lean (foto3) mientras
que las Zucker obese se tefiian significativamente para este marcador (foto 3)(100% de tincion
moderada en intensa). El tratamiento con quinapril redujo el grado de tincion (14% intensa, 28%
moderada y 57% débil y negativa) sin llegar a alcanzar significacion. La atorvastatina tampoco

alcanz6 cambios significativos. La quemoquina IL-8 encontr6 principalmente en el epitelio tubular.

Tabla 29. Tincién de IL-8. Nimero de casos por grupo de rata y tipo de tincién.

GRUPO ZL3 Z03° ZOQ3 ZOA3

Negativa 8 2 4 6
Débil 0 1 0 0
Moderada 0 2 3 2
Intensa 0 3 0 0

CHI-SQUARE, P entre grupos < 0.05: aZL3 vs ZO3

IL8
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La inmunohistoquimica del IP-10 resultd ser significativamente diferente entre las ratas control,

Zucker lean y Zucker obese (foto 4). El tratamiento con quinapril alcanz6 diferencias significativas

en la reduccion del IP-10 respecto al grupo control de las ratas Zucker obese.

Tabla 30. Tincion de IP-10. Numero de casos por grupo de rata y tipo de tincion.

ZL

ZO® zoQ? ZOA

GRUPO
Negativa 7
Débil 0
Moderada 0
Intensa 0

0

0

1

7

1 0
3 1
2 2
1 5

CHI-SQUARE, P entre grupos < 0.05: aZ3 vs Q3; P<0.001: bL3 vs Z3.

La quimocina IP-10 se encontr6 principalmente en el intersticio.
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Grafico 7. Valores semicuantitativos de IP-10.
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Foto 3. Inmunohistoquimica del IL-8. A la izquierda, foto de RZL, la cual presenta tincion negativa.

A la derecha, RZO la cual presenta tincion en los tibulos, capsula de Bowman y en los podocitos.

Foto 4. Inmunohistoquimica del IP10. A la izquierda RZL. A la derecha, RZO con tincién intersticial.
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4.2.2.3 Marcadores de las células monocitos/macréfagos: ED" 1

Las células positivas para ED1, macrofagos, se encontraron unicamente en el intersticio y vasos de
las ratas Zucker obese (foto5). El tratamiento con quinapril y atorvastina resultd ser
significativamente diferente, alcanzando una reduccién menor en el numero de EDI1 el grupo
tratado con atorvastatina, que consiguié normalizar por completo el numero de macrofagos

infiltrados.

Tabla 31. Media del niimero de células-ED1 positivas en 50 glomérulos por animal en los grupos de 32-

semanas de edad.

Localizacion ZL3 203 Z20Q3 ZOA3
Glomeérulo 0%0 0%0 0£0 0%0
Células tubulares 00 00 020 00
Intersticio 5%3.57 2.62%11.96 0.5+0.83%° 0£0>9
Capilares 6.4%6.82 17£16.63 133£242° 004
Total 11.42£9.72 29.62 +29.62 1.83 +3.25 ¢ 0+02d

WILCONSON, P entre grupos < 0.05: *Z03 vs Z0Q3,"Z3 vs ZOA3, ‘ZL3 vs Z0Q3, "ZL3 vs ZOA3.

4.2.2.4 Marcadores de lesion podocitaria: Desmina

Las ratas Zucker obese mostraron un incremento de la area glomerular desde las 16-semanas de
vida, alcanzando un aumento significativo del 86% (24-semanas) y del 98% (32-semanas)
respectivamente (foto 6). El tratamiento con quinapril alcanz6 diferencias significativas del 90.2%
(24-semanas) y 98.5% (32-semanas). Por lo que concierne a la atorvastatina, redujo la drea aunque
en menor proporcion 27.3% (24-semanas). y 23% (32-semanas), siendo resefiable unicamente el

primer caso.

Tabla 32. Porcentaje de drea positiva para la desmina respecto al area del ovillo glomerular.

ZL1 ZL2 ZL3 201 202 203
Area positiva para 0.37+0.95 1.36 £1.02 0.12+0.90 5.63£0.95 10.01 + 0.95 a 6.14 + 0.95 b
desmina (% del
area)
ZQ2 ZQ3 ZA2 ZA3
Area positiva para 0.920.95° 0.09+1.02° 727+102" 473+1.02°¢
desmina (% del
area)

ANOVA, P entre grupos < 0.001: *L2 vs Z02;"L3 vs Z03, “Z02 vs Z0Q2, “Z03 vs ZOQ3,
Z0Q2vsZOA2, P<0.005; °ZL3 vs ZA3, 2Z0Q3vs ZOA3.

130



EXPERIMENTAL IN VITRO

Foto 5. Inmunohistoquimica de ED1. A la izquierda RZL. A la derecha RZO con presencia de

filtrado inflamatorio intersticial rodeando un vaso.

Foto 6. Tincién desmina. Izquierda RZL. Derecha RZO con tincion positiva en podocitos.
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4.2.2.5 Marcadores de proliferacion de matriz extracelular: TGF-f3,

No se encontro expresion de esta proteina en el intersticio de las zonas con lesion, como cabria
esperar. Unicamente se pudo apreciar una inmunoreactividad basal sutil en los endotelios de las

ratas de los cuatro grupos.

Tabla 33. Inmunhistoquimica del TGF-3 Niimero de casos por grupo de rata y tipo de tincion.

grupo ZL ZO 20Q ZOA
Negativo 0O 0 O 0

Débil 9 10 7 6
Moderado 0O O 0 0
Intenso 0 O 0 0

4.2.3 Microscopia electronica.

Mediante microscopia electronica, se constatdé que las ratas Zucker lean presentaban una
morfologia podocitaria y ultraestructura glomerular totalmente normales (Foto 7A). A diferencia de
las ratas Zucker obese que mostraban proteinuria, lesiones segmentarias focales y tincion positiva
para la desmina, asi como gotas lipidicas intracitoplasmaticas y fusion de los pedicelos de los
podocitos (foto 7, D). Ademas, se aprecido una acumulacion de filamentos intermedios en la zona

podocitaria que las ratas control no presentaban (foto 7B).
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(A) Rata Zucker Lean (x6.000). (B) Rata Zucker Obese (x15.000). Detalle
Ultraestructura de una célula epitelial y sus ultraestructural de glomérulo con
prolongaciones primarias y secundarias con la acumulacion de filamentos intermedios a
membrana basal del capilar glomerular nivel podocitario y fusién podocitaria

(C) Rata Zucker Obese (x3.000). Asas capilares (D) Rata Zucker Obese (x5.000). Detalle del
tapizados por una delgada capa de citoplasma lisosoma de la foto anterior lleno de lipidos.

endotelial fenestrado.

Foto 7. Fotografias al microscopio electrénico.
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4.2.4 Analisis de la expresion de ARN de factores de crecimiento

4.2.4.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

No se encontraron diferencias significativas en la expresion del TGF-b; entre las ratas Zucker
obese y las ratas Zucker lean a pesar de que el nivel basal (inicial) de TGF-b; de las ratas Zucker
obese fue superior al de sus homologas lean. Tampoco se encontraron diferencias cuando se
comparaban con los tratamientos con quinapril y atorvastatina. Existe una gran variabilidad
intertindividual dentro de los grupos que podria explicara que no se encuentren diferencias
estadisticamente significativas. A pesar de ello, el TGF-b, presenta el mismo patrén de expresion

tanto en los grupos controles como en los tratados.

Tabla 34. Expresion de ARN en el glomérulo del Factor de crecimiento transformante (TGF-f1) y
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B).

ZL1 ZL2 ZL3 Z01 202 Z03
PDGF-B 1188 + 197 1122 £102 1443 + 256 1576 + 259 502 +76° 787 +102°
10™amol/
amol ciclofilina
TGF-B4 2204 + 301 2070 + 262 3427 + 752 3383 + 865 1434 + 389 2377 + 388
10 amol /
amol ciclofilina
20Q2 Z20Q3 ZOA2 ZOA3
PDGF-B 507 + 126 1200 + 323 1127 +60° 1176 + 272
10“*amo/ amol
ciclofilina
TGF-f4 1766 + 281 3662 + 682 1604 + 174 2386 + 611
10°amol/ amol
ciclofilina

La expresion de ambas citocinas fue normalizada con el gen constitutivo de la ciclofilina.

Las muestras se realizaron por triplicado.
ANOVA, P entre grupos < 0.01: *ZL2 vs Z02;"Z0Q2 vs ZOA2. P < 0.05: ‘ZL3 vs ZO3

ZLx: Zucker lean; ZOx: Zucker obese; ZOQx: Zucker obese tratadas con quinapril;
ZOAX: Zucker obese tratadas con atorvastatina. X=1, 2 y 3, indicando edades de 16, 24 y 32 semanas.

Datos expresados como media + error estandar. (n=8 por grupo)
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Control Dilucion serada Competidar
—  EOATND =

||

Puestra desconocida

Foto 8. RT-PCR competitiva para PDGF-B

Se muestra la imagen invertida de un gel tefiido con Bromuro de Etidio. PCR realizada con 1ul de
cADN procedente de Sug de ARN de dilucion 1/33 de cada animal que fueron coamplificados con una
dilucion seriada de un competidor de concentraciéon conocida.

E— Control Dilucion seriada Competidor -
negativo

r T T

Muestra desconocida

Foto 9. RT-PCR competitiva para TGF-3

Se muestra la imagen invertida de un gel tefiido con Bromuro de Etidio. PCR realizada con 1ul de
cADN procedente de Sug de ARN de dilucion 1/33 de cada animal que fueron coamplificados con una
dilucion seriada de un competidor de concentracion conocida.
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Foto 10. Ejemplo del analisis numerico para el TGF-f3 (Foto 9), realizado para el cilculo de la
concentracion de cada una de las citocinas presentes en cada muestra de ARN. Se realizaron analisis

similares para la determinaciéon del PDGF.

Competitiva TGF y =-1,3244x + 6,8658
R?=0,993
2
1,5
— 1
Q)
s 05 N\
2 N
o 0
= -05
-1 \L
v
1e LIF]
0 1 2 3 4 5 6 7
log ([st]-10e6)
—e—Log R Lineal (Log R)
M2 2M2 M3 5M2 6M2 M4
[ST] 1 0,5 0,1 0,06 0,032 0,01
Area ST 16122 15620 2731 645 754 281
Area RT 1141 4065 4083 2148 7707 9206
Ratio 0,0708 0,2602 1,4951 3,3302 10,2215 32,7616
Ratio-[st] 0,0708 0,1301 0,1495 0,1998 0,3271 0,3276
39ciclos
Log[st] 6,0000 5,6990 5,0000 4,7782 4,5051 4,0000
LogR -1,1501 -0,5846 0,1747 0,5225 1,0095 1,5154
Tem. Indep: 6,8658 Ratio=1: L[F] = 5,1842 F: 0,1528
Pendiente: -1,3244

Areas de las bandas amplificadas calculadas mediante densitometria. Se realizé el calculo de una recta
de regresion en la que el eje de ordenadas era el logaritmo del cociente del area del estindar respecto
al producto de la retrotranscripcion (RT) y el eje de abcisas representa el logaritmo de la
concentracion del estandar. El cociente 1 (log [ST]/[RT] = 0) muestra la concentracién en la que se

encuentra la RT (citocina en la muestra).
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En lo que respecta al PDGF-B, se observaron diferencias significativas entre el grupo ZO cuando
se comparaba con el grupo ZL a las 24 y 32 semanas de edad. Parece que existe una relacion en el
patron de expresion del TGF-b; del PDGF-B. En lo referente al grupo de ratas tratadas, se
observaron diferencias significativas cuando se comparaba el quinapril y la atorvastatina a las 24

semanas de edad, llegandose a recuperar los niveles de citocina del quinapril a las 32 semanas.

PDGF-B RNA
4000

Zucker Lean
3500 -| [ Zucker Obese
"1 Obese with Quinapril

3000 | [ Obese with Astorvartatin

2500 -

2000 |

ejpuodp -L¢f

1500

1000

500 +

0 T T T
16 24 32
Edad (semanas)

Grifico 8. Valores de RNA para TGF f8; y PDGF-B

TGF b-1 RNA
10000

Zucker Lean
9000 4 [ Zucker Obese
[ ] Obese with Quinapril

8000 7' = Opese with Astorvartatin

7000
6000

5000

BIUOP -L(F

4000 +

3000

2000 |

1000 +

0 T T T
16 24 32

Edad (semanas)
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4.2.4.2 Hibridacién in situ del TGF-f;

Hallamos expresion de esta citocina tanto en las células glomerulares como no-glomerulares de las
ratas Zucker obese y Lean, aunque no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.

Los tratamientos tampoco mostraron diferencias estadisticas remarcables.

Tabla 35. Hibridacion in situ del TGF-§3,

L3 Z3 ZQ3 ZA3
—_ + —_ + —_ + —_ +
Células glomerulares 444 556 375 625 286 714 375 625
Células no-glomerulares ~ 222 77.8 375 625 0 100 375 625

WILCONSON. Los resultados estan expresados en tanto por ciento. Se analizaron al menos

siete animales de cada grupo.

4.2.5 Analisis por Southwestern del factor de transcripcion NF-kB

Se localiz6 una mayor actividad de este factor de transcripcion en el intersticio de todos los grupos.
Las ratas Zucker obese (foto 11b) presentaron una mayor expresion del NF-kB que sus homodlogas
Zucker lean (foto 11a) en las células glomerulares, aunque no se llegoé a alcanzar significacion
estadistica. Unicamente se encontraron diferencias en la expresion de NF-kB entre ambos controles
en las células tubulares donde las ratas ZO presentaban un incremento del 50% respecto a las ratas
ZL (foto 11c). En lo que respecta a la expresion de NF-kB en las células tubulares en los grupos
tratados, se vio que disminuian la expresion un 14% (quinapril) y 12% (atorvastatina), sin llegar a

ser estadisticamente significativos.

Tabla 36. Inmunohistoquimica del NF-xB

Localization L3 z3 zQ3 ZA3
— o+ — o+ — o+ — o+
Células glomerulares 67 33 2 78 29 71 25 75
Células tubulares 50 50 o 100° 14 86 13 88
Intersticio 0 100 0 100 29 71 13 88

WILCONSON, P entre grupos < 0.05: °L3 vs Z3

Los resultados estdn expresados en tanto por ciento. Se analizaron al menos siete animales de cada

grupo.
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a) Tincién negativa en una rata control ¢) Tincién positiva en el tubulo-intersticio de

Zucker Lean una rata Zucker Obese, sin tratamiento.

b) Positividad nuclear intensa para el NF-xB d) Tincién negativa de un glomérulo de una
en el glomérulo de una rata Zucker Obese, sin rata Zucker Obese bajo tratamiento con
tratamiento. Atorvastatina.

Foto 11. Foto NF-kB1
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4.3 ANALISIS ESTADISTICO

4.3.1 Analisis de Regresion lineal multivariante.

En el primer modelo, la variable dependiente fue la lesion focal. Los predictores de este modelo
fueron el colesterol (R* 0.666), el colesterol y la atorvastatina (R* 0.709) y el colesterol, la
atorvastatina y la proteinuria (R*> 0.737). Estos resultados muestran que el incremento de las
lesiones focales esta relacionado con el colesterol (60%) y con la proteinuria (3.7 %) mientras que
la reduccion de las lesiones esta correlacionada con la atorvastatina (3.9%). Cabe destacar que el
quinapril no aparece en el modelo, ya que a diferencia de la atorvastatina su mecanismo de accion

no es independiente.

En el segundo modelo estudiado, la variable dependiente es la proteinuria. Los predictores de este
modelo fueron el colesterol (R* 0.750), el colesterol y el quinapril (R* 0.815) y el colesterol,
quinapril y edad (R” 0.841).

El ultimo modelo estudiado tuvo como variable dependiente la desmina. Los predictores de dicha

variable fuero la proteinuria (R* 0.210) y la proteinuria y la edad (R* 0.284).

Tabla 37. Analisis de Regresion lineal multivariante

Variables Predictores Coeficiente R cuadrado Significacion
Dependientes

Lesiones focales Constante -2.012 0.002
Colesterol 0.026 0.661 0.000
Atorvastatina -3.028 0.700 0.001
Proteinuria 0.019 0.737 0.003
Proteinuria Constante -78.467 0.000
Colesterol 0.781 0.750 0.000
Quinapril -62.669 0.815 0.000
Edad 9.909 0.841 0.002
Desmina Constante 5.074 0.000
Proteinuria 0.0256 0.210 0.000
Edad -0.752 0.284 0.013
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