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La formacién de podosomas y la adhesion de leucocitos es mediada
por la Quinasa Ligada a Integrinas en la enfermedad renal cronica
(ERC).
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Resumen

Los pacientes con ERC tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares. Las
toxinas urémicas unidas a proteinas, como el p-cresol (pc) y el indoxil sulfato (IS), no se pueden eliminar
mediante los métodos de hemodidlisis convencional y producen disfunciéon endotelial induciendo la
adhesion y extravasacion de leucocitos al endotelio. Dichos procesos pueden llevarse a cabo mediante
estructuras de adhesién dinamicas denominadas podosomas. La quinasa ligada a la integrina (ILK)
vincula los receptores de adhesion celular, las integrinas y los factores de crecimiento con el citoesqueleto
de actina y con diferentes vias de sefializacion. El objetivo de este estudio fue investigar la implicacion de
ILK en la formaciéon de podosomas y la adhesion de leucocitos en condiciones urémicas que simulan la
ERC. Los experimentos in vitro se realizaron en la linea celular humana de monocitos, THP-1. Las células
fueron incubadas con IS (25 y 100 ug ml*') y pc (10 y 100 yg ml') en diferentes tiempos. Se determinaron
la viabilidad celular, los niveles de expresion de ILK por Western Blot y RT-qPCR vy su actividad quinasa,
mediante niveles de fosforilacion de P-GSK-3( (Ser9) por Western Blot. Ademas, ILK fue delecionada con
un siRNA especifico para analizar la formacion de podosomas y la adhesion celular a una matriz de
fibronectina, la transmigracion de los monocitos y la degradacion de la matriz extracelular. También se
estudioé la colocalizacién de ILK con cortactina, proteina especifica de podosomas. Observamos que las
toxinas urémicas no inducen toxicidad en las células THP-1. La actividad de ILK aumenté con el
tratamiento de toxinas urémicas a bajas y altas concentraciones, sin cambios en su expresion proteica. La
adhesién de los monocitos, la formacion de podosomas, la transmigracion celular y la degradacion de la
matriz extracelular fueron significativamente mayores con el tratamiento con toxinas a dosis bajas y altas,
mientras que este aumento no se observé con la delecion de ILK. La colocalizacion de ILK con cortactina
confirmé la implicaciéon de ILK en la estructura de los podosomas. Para los experimentos ex vivo, se
inyecté tamoxifeno (ratones cKD-ILK) o vehiculo (ratones WT) a ratones CRE-LOX, para conseguir la
delecion de ILK. Se aislaron las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de los ratones, se
trataron con toxinas urémicas y se analiz6 la adhesion celular a una matriz de fibronectina. En las CMSP
de los ratones cKD-ILK se observd una menor adhesion celular, en comparacién con los ratones WT, y
las toxinas urémicas indujeron un aumento significativo de la adhesion de las CMSP, que fue
significativamente menor en las CMSP de los ratones cKD-ILK. Estos datos sugieren que ILK desempefa
un papel critico en los procesos requeridos para la extravasacion de leucocitos inducido por la
acumulacion de las toxinas urémicas y que podria ser una diana terapéutica potencial para el tratamiento
del dafio vascular asociado con la ERC.
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