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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica cronica de elevada
incidencia y prevalencia a nivel mundial. La principal manifestacion de la DM es la
hiperglucemia, resultado de una respuesta defectuosa o deficiente de la secrecion
de insulina. La DM produce alteraciones en el metabolismo de los hidratos de
carbono, grasas y proteinas, y ocasiona numerosas complicaciones sistémicas a
largo plazo, que son causa importante de morbilidad y mortalidad. La nefropatia
diabética (ND) es considerada una de las mas graves complicaciones de la DM,
que es determinada por alteraciones morfolégicas y funcionales a nivel renal, y se
caracteriza por hipertrofia renal e hiperfiltracion, hipertensiéon glomerular y
sistémica que ocasionan proteinuria, la cual puede progresar hasta insuficiencia
renal crénica. El desarrollo de la ND involucra numerosos factores, entre estos
estdn la produccion excesiva de radicales libres (RL), generada por el
metabolismo alterado de la glucosa, a través de vias enzimaticas y no
enziméaticas. Una fuente importante generadora de RL a nivel celular y vascular es
la angiotensina Il por activacion de la NADPH oxidasa. Los RL ocasionan dafio
celular por oxidacion de lipidos, proteinas y cortes en la doble cadena de DNA. No
obstante el organismo posee enzimas antioxidantes que eliminan los RL, sin
embargo en presencia de la hiperglucemia existe un desequilibrio entre los
mecanismos antioxidantes y oxidantes, que conllevan a la disminucion plasméatica
de las enzimas antioxidantes. Los antioxidantes exdégenos como la vitamina E, son
de gran importancia frente a las enfermedades cronicas como la DM, estas
sustancias favorecen la inactivacion de los RL e impiden su propagacion. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto antioxidante de la vitamina E en
la ND. Para cumplir este propésito se estudiaron ratas macho inducidas a diabetes
por administracion de estreptozotocina (60 mg/kg via ip), a las cuales se les
administro por via oral vitamina E en dosis de 250 y 500 mg/kg, y se realiz6 un
seguimiento por 4 semanas de su peso corporal, cuantificacion de glucosa,
ingesta de agua y alimento, asi como excrecion de orina. La hipertrofia renal se
determind por la relacion del peso del rifion (mg) respecto al peso corporal (g),
también se determinaron el area celular de los tubulos contorneados proximales y

el cociente de proteinas/DNA de corteza renal. La funcion renal fue estudiada por
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la proteinuria y la depuracion de creatinina. Se determino la actividad enzimética
de la superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, en corteza renal,
como parametros de los sistemas antioxidantes enzimaticos. Finalmente se evallo
la expresion de los receptores AT1 y AT2 en medula y corteza renal. La STZ (60
mg/Kg) permite reproducir un buen modelo de DM experimental, que cumple con
el cuadro clinico caracteristico de esta enfermedad (hiperglucemia, polidipsia,
polifagia y poliuria). La administracion de vitamina E al grupo de ratas diabéticas
causo retardo y/o disminucién el dafo renal que fue determinado por la
disminucién de la hipertrofia renal, disminucion de la proteinuria, aumento de la
depuracion de creatinina y aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes,
también regula los efectos nocivos del sistema renina angiotensina, al reducir la
expresion del ATR1, lo que pone de manifiesto la importancia del control del

estrés oxidativo en la DM.



1. INTRODUCCION
1.1 Diabetes mellitus (DM)

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronica del metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, de elevada incidencia y prevalencia a nivel
mundial. La hiperglucemia es la manifestacion clinica de la DM, debido a una
relativa o absoluta deficiencia insulinica y/o a la resistencia a la insulina; hormona
que se encarga de mantener la concentracion de la glucosa en sangre en un
intervalo normal entre 80-105 mg/dL, y permite el ingreso de la glucosa a los
tejidos insulinodependientes como el masculo, el higado y el tejido adiposo.

La DM produce complicaciones sistémicas a corto y a largo plazo, que son causa
importante de morbilidad y mortalidad (American Diabetes Association, 2014). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha pronosticado que para el afio 2030
habra cerca de 366 millones de pacientes diabéticos en el mundo mientras que, en
México, de acuerdo con los datos de la Secretaria de Salud, el 9 % de la poblacién
adulta es diabética (Wilds y col., 2004).

1.2 Insulina y receptor de insulina.

La insulina es una hormona anabdlica constituida por 51 residuos de aminoacidos
con un peso molecular de 5.8 kDa, es sintetizada y secretada en las células beta
(B) de los islotes de Langerhans del pancreas, a partir de un péptido de 110
aminoacidos llamado preproinsulina. La preproinsulina contiene un péptido sefal
N-terminal o prepéptido, de 24 aminoéacidos, que se pierde para formar la
proinsulina, esta molécula se pliega y se forman enlaces disulfuro (figura 1). La
conversion de proinsulina a insulina comienza en el complejo de Golgi, donde se
eliminan cuatro aminoacidos basicos y el conector restante o péptido C, dando
lugar a las dos cadenas de péptidos A y B que forman la insulina (Oliart y col;
Hardman y Limbird, 2001).
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Figura 1. Proinsulina y su conversion a insulina

Biologicamente la insulina es fundamental en la regulacion de diversos procesos
metabdlicos, entre estos: el transporte de glucosa y aminoacidos a través de las
membranas celulares, la formacién de glucégeno en el masculo esquelético y la
sintesis de lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Aunque su principal funcion
metabdlica consiste en aumentar la velocidad del transporte de la glucosa hacia el

interior de las células musculares y adiposas (Medivil y Sierre, 2005).

La actividad de la insulina en el metabolismo de los carbohidratos se inicia por la
unién a su receptor especifico de membrana o receptor de insulina (RI), que es
una glicoproteina conformada por dos cadenas alfa (a) de 135 kDa y dos cadenas
beta (B) de 95 kDa, unidas entre si covalentemente por puentes disulfuro, hasta
formar un heterotétramero (figura 2). Las subunidades a son por completo
extracelulares y contienen el dominio de union a la insulina, las subunidades 3 son
proteinas transmembrana que poseen actividad enzimatica tipo tirosina cinasa
(Hardman y Limbird, 2001).
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Figura 2. Receptor de insulina

Cuando la insulina es liberada por el pancreas, como respuesta al aumento en los
niveles de glucosa en sangre, es transportada por la circulacion hacia las células
diana, donde es reconocida por la porcidon extracelular del IR, produce un cambio
conformacional en el dominio tirocinacinasa del receptor, y se promueve su auto
fosforilacion. Este proceso induce a la activacidon de una cascada de eventos
moleculares que llevan a la fosforilacion de la proteina IRS-1 (sustrato del receptor
de la insulina 1), promoviendo la activacion de dos vias de transduccion. La
primera es la via de las cinasas activadas por mitbgenos (MAP cinasas) que
intervienen en la expresién genética de diversas proteinas entre ellas el GLUT4,
proteina integral de membrana encargada de transportar a la glucosa desde la
sangre hacia el citosol de las células insulino dependientes. La segunda, via de la
fosfatidil- inositol 3 cinasa (PI3 cinasa), esta implicada en diversos efectos
metabdlicos, principalmente en la translocacion y endocitosis de los GLUT 4 que
llevan a su inserciébn en la membrana (Hardman y Limbird 2001; Olivares y
Arellano, 2008).



Cualquier alteracién a nivel del receptor de insulina o de las vias mencionadas,
genera un colapso en los procesos de sefializacibn mediados por la insulina, lo
que se traduce en elevados niveles de glucosa caracteristicos de la diabetes
mellitus (Medivil y Sierre, 2005)

1.3 Clasificaciéon e incidencia de la DM

La DM se clasifica segun la OMS en cuatro tipos: IDM tipo 1 (DM1), DM tipo 2
(DM2), DM gestacional y DM por otras causas (tabla 1), siendo los tipos mas
frecuentes la DM1 y la DM2. La DM1 es ocasionada por la destruccion de las
células B de los islotes del pancreas, y esta mediada por susceptibilidad genética y
autoinmunidad, los pacientes con DM1, deben ser tratados con insulina por lo que

anteriormente, a esta enfermedad se le denominaba “dependiente de insulina”.

La DM2 se desarrolla por la resistencia a la insulina del tejido muscular y adiposo
y por disminucion en la produccion de insulina o por ambas causas. Los factores
genéticos juegan un papel muy importante, asi como el estilo de vida, que
involucra, malos habitos alimenticios, el sobrepeso, el tabaquismo y el alcoholismo
(Conget, 2002; ADA, 2013). La mayoria de los pacientes son tratados con

hipoglucemiantes orales.

La DM gestacional se caracteriza por hiperglucemia en el transcurso del
embarazo, que puede desaparecer al término del embarazo o persistir como

intolerancia a la glucosa o diabetes clinica.

Otros tipos especificos de DM, se determinan por defectos genéticos en la funcion
de la célula B, en la accion de la insulina, otros estan asociados a patologias
pancreaticas, endocrinopatias, a agentes infecciosos y a otras enfermedades

como los sindromes de Down, Kleinefelter, Turner entre otros.



Tabla 1. Calificacion de la diabetes mellitus, Tomada de Asociacion Americana de
Diabetes (1997).

. Diabetes tipo 1 (Destruccion de la Célula 3, llevando usualmente a deficiencia absoluta de insulina)
A. Mediada inmunolégicamente.
B. Idiopéatica
1. Diabetes tipo 2. (Puede caracterizarse desde predominante mente resistencia a la insulina con deficiencia relativa de
insulina o un defecto secretor con resistencia a la insulina.
1. Otros tipos especificos.
A. Defectos genéticos de disfuncion de la célula B.
1. Cromosoma 12, NHF- 1a (MODY 3).
2. Cromosoma 7, Glucosa (MODY 2).
3. Cromosoma 20, NFH -4 a
4. DNA mitocondrial.
5. Otros
B. Defectos genéticos de la accion de la insulina
1. Resistencia a la insulina tipo a
2. Leprecaunismo
3. Sindrome de Rabson- Mendellhal
4. Diabetes lipoatrofica
5. Otros
C. Enfermedades del pancreas exégenas.
. Pancreatitis
. Trauma, pancreatectomia
. Fibrosis quistica
. Hemocromatosis
. Enfermedad fibroclaustica
6. Otros.
D. Endocrinopatias
. Acromegalia
. Sindrome de Cushing
. Glucagonoma
. Feocromocitoma
. Hipertiroidismo
. Somatostatinoma
. Aldosteronoma
. Otros
E. Medicamentosa o inducida por agentes quimicos
1. Vacor (Raticida).
. Pentamidina
. Acido nicotinico
. Glucocorticoides
. Hormonas tiroideas
. Diaz6xido
. Agonistas Beta adrenérgicos
. Tiazidas
. Dilantin
10. a- Interferén
11. Otros
F. Infecciones
1. Rubéola congénita
2. Citomegalovirus
3. Otros
G. Formas no comunes de diabetes inmunolégicamente mediada.
1.  Sindrome del “hombre rigido”
2. Anticuerpos contra el receptor de insulina
H. Otros sindromes genéticos asociados ocasionalmente con diabetes
Sindrome de Down
Sindrome de Klinefelter
Sindrome de Turner
Sindrome de Wolfram
Ataxia de Friedreich
Corea de Huntington
Sindrome de Laurence-Moon Biedl
Distrofia mioténica
. Porfiria
10. Sindrome de Prader- Willi
11. Otros.
V. Diabetes mellitus gestacional.
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1.4 Complicaciones cronicas de la DM

Aunque la DM1 y DM2 tienen mecanismos fisiopatolégicos diferentes, las
complicaciones a corto y a largo plazo son semejantes. En las complicaciones a
corto plazo se presentan la hiperglucemia, la hipoglucemia, el coma hiperosmolar

y la cetoacidosis diabética.

Las complicaciones a largo plazo se dividen en micro y macrovasculares. Las
macrovasculares se deben principalmente a lesiones que afectan las arterias
musculares de calibre grueso y mediano, provocando arterioesclerosis que
aumenta el riesgo de infarto, accidente cerebrovascular y gangrena de
extremidades inferiores. En las microvasculares se afecta la difusion capilar en los
organos blanco como retina, riidn y nervios periféricos, lo que causa retinopatia,
nefropatia y neuropatia diabética (Madrid, 2000; Triana, 2001; Robbins, 2004).

1.5 Nefropatia diabética

La nefropatia diabética (ND) es una complicacion que afecta del 15 al 25% de los
pacientes con DM1 y entre el 30 y 40% de los pacientes con DM2, e implica dafios
micro y macrovasculares y es considerada como la principal causa de enfermedad
renal terminal (Orence, 2004). El sindrome clinico de la ND consiste en hipertrofia
renal, hiperfiltracion, microalbuminuria, macroalbuminuria, hipertension vy

disminucién progresiva de la tasa de filtracion glomerular (TFG).

La evolucion clinica de la ND, hasta insuficiencia renal terminal ha sido clasificada
en cinco estadios (Mogensen y col 1983), en los cuales la albuminuria es uno de
los factores méas importantes (Tabla 2).

Al inicio de la ND se presentan una serie de cambios de caracter reversible,
caracterizados por la hipertrofia renal (incremento del tamafio de las células
renales), que se produce por modificacion de la hemodinamica glomerular a causa
de la hiperglucemia, provocando aumento de la tasa de filtracibn glomerular
(hiperfiltracion) debido a la reduccién de la resistencia vascular intrarrenal aferente

comparada con la resistencia de las arteriolas eferentes, lo que produce un
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incremento de la presién hidrostatica transcapilar glomerular y aumento en la tasa

de filtracion glomerular (TGF), lo que dafia al endotelio glomerular, a las células

epiteliales y a las células mesangiales. Estos dafios contindan hacia el desarrollo

de la ND con la aparicion de microalbuminuria, que conlleva a la proteinuria, y

posteriormente descenso progresivo de

la TFG,

con dafios estructurales

generalizados, por la presencia de hialinosis arteriolar, expansion mesangial y

glomeruloesclerosis difusa; determinando asi la insuficiencia renal cronica (Heras

y col. 2001; Rosas y col. 2009; Serna y col. 2009).

Tabla 2. Estadios evolutivos de la Nefropatia Diabética (Mogensen, 1983)

Estimado de
Estadio Caracteristicas filtracion Albuminuria Presion Arterial
glomerular
Estadio 1 Hiperfiltracién Incrementada | Puede estar DM 1 normal
Presente al glomerular enDM1ly?2 presente en forma | DM 2 normal o
momento del episddica y incrementada
diagnostico de reversible con
DM control glucémico
Estadio 2 Engrosamiento de | Normal Puede estar DM 1 normal
Primeros 5 la membrana basal presente en forma | DM 2 normal o
afios y expansion del episodica y incrementada
mesangio reversible con
control glucémico
Normal o
Estadio 3 Microalbuminuria disminuido en | 30 a 300 mg/dia DM 1
6 a 15 afios relacion a su incrementada
basal DM 2 normal o
incrementada
Normal o
Estadio 4 Microalbuminuria disminuido en | > 300 mg/dia Hipertension
15 a 25 afos descenso
progresivo
Estadio 5 Insuficiencia renal 0 a 10 mL/min | Disminuyendo Hipertension
25 a 30 afios terminal




1.6 Patogénesis de la nefropatia diabética

Los mecanismos de la patogénesis de la ND no han sido descritos
completamente. Se ha mencionado que existe una influencia genética muy
importante sobre la cual se sobreponen trastornos metabdlicos y hemodinamicos
(Torres y Zacarias, 2002; Altamirano, y col. 2011; Cuerda, y col. 2011). La
evolucion de esta complicacion de la DM se correlaciona en la mayoria de los
casos con la severidad y duracién de la hiperglucemia. Con estos mecanismos se
han tratado de explicar los cambios funcionales y estructurales producidos en el

desarrollo de la ND.
1.6.1 Cambios estructurales

El tamafio de los rifiones en la ND es variable, al inicio existe aumento de la masa
renal, del tamafio glomerular y tubular asi como de la superficie capilar de
filtracion. Posteriormente reducen su tamafo al alcanzar la etapa de rifion terminal

(Iglesias, y col., 2003). Los cambios microscopicos se dividen en dos campos:
A) Lesiones glomerulares: (glomeruloesclerosis difusa y nodular).

Las primeras anormalidades demostradas en el microscépico electronico son
engrosamiento difuso de la membrana basal del glomérulo, aumento de la matriz
extracelular y la proliferacion de las células mesangiales. Al continuar la evolucion
apareceran ramificaciones del material de la membrana basal glomerular entre las
células endoteliales. Con el microscopio Optico se observan lesiones difusas, las
cuales se presentan como acumulacién de una sustancia amorfa en la pared del
capilar glomerular y en el mesangio. Estas lesiones evolucionan agrupandose y

constituyendo la forma nodular.
B) Lesiones tubulares

El depdsito de glucdégeno en las células tubulares, especialmente en el asa de

Henle, constituye la nefrona glucogénica.

La etapa temprana de dafo renal se caracteriza por la hiperfiltracion e hipertrofia

renal. La hipertrofia renal se caracteriza por el aumento de tamafio de las células
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renales, producto de la sobreexpresion de diversas proteinas activadas por los
radicales libres y éstos a su vez por la hiperglucemia. La hiperfiltracion se observa
por el aumento de filtrado glomerular, determinado por una depuracion de
creatinina alta. Los incrementos varian del 20 — 40%. Al mismo tiempo se observa

aumento en la excrecién de alblimina.

En el mecanismo por el cual se produce la microalbuminuria ésta implicada la
estructura, tamafo y carga de las macromoléculas, se filtran con mayor dificultad
aguellas moléculas con carga negativa. La permeabilidad y selectividad se
modifican por que disminuyen las cargas negativas de la pared capilar glomerular
debido a la reduccion del acido sialico y del heparan sulfato, que son componentes

principales de la barrera de filtracion.
1.6.2 Factores metabolicos

Son varios los factores metabdlicos que participan en el desarrollo de la ND, entre

los cuales se encuentran:
1.6.2.1 Via del Poliol

Es una de las vias alternativas en el metabolismo de la glucosa, por accién
secuencial de dos enzimas. La primera es la aldosa reductasa (AR), la cual esta
presente en los tejidos que no requieren de insulina para la captacion de glucosa
como: ojo (epitelio corneal, cristalino y pericitos retinales), riion (podocitos, células
mesangiales, epitelio tubular), y nervios periféricos (axones y células de Schwan).
Esta enzima se activa por concentraciones altas de glucosa, y es la responsable
de la reduccion irreversible de la glucosa a sorbitol, requiere como coenzima al
NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido). La sorbitol
deshidrogenasa (SDH), es la segunda enzima que cataliza la oxidacion del sorbitol
en fructosa, con la formacion de nicotinamida adenin dinucle6tido reducido
(NADH) (figura 3). Estas reacciones producen aumento de la concentracion
intracelular de sorbitol y fructosa, y deplecion de la concentracion del NADPH, lo
cual lleva a la célula al estrés oxidativo, ya que el NADPH es necesario para la
regeneracion de glutatiéon (Brownle, 2005; Tebar y col., 2009).
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Figura 3. Reduccion de la glucosa por la enzima aldosa reductasa (Tang y col. 2012).

El aumento intracelular de sorbitol incrementa la captacion de agua por las células
debido a su capacidad osmdética. El sorbitol también actia como inhibidor
competitivo del mio-inositol, por lo que se produce un blogueo de la bomba Na/K
ATPasa, que genera un aumento del Na* intracelular, esto unido a la disminucion
de la movilizacion de calcio (originada por la disminucion de la inositol polifosfasa)
sensibiliza la pared vascular a la angiotensina Il y catecolaminas, produciendo
vasoconstriccion especialmente a nivel de las arteriolas eferentes del glomeérulo.
Se ha sefalado la participacion de este mecanismo en la hiperfiltracion que se

observa en pacientes con DM tipo 1 (Al-Daller y col, 2004).

Por otro lado, la sobreproduccién de fructosa, permite su entrada a la via
glucolitica ya sea como fructosa-6-fosfato o como fructosa-1-fosfato, lo que
ocasiona un incremento de los intermediarios gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y
dihidroxiacetona-fosfato (DHAP), que poseen alta capacidad de glicosilar

proteinas, generar anién superoxido y producir estrés oxidativo (EO).

La disminucion del NADPH afecta la actividad de la glutation reductasa (GR) y la

catalasa, enzimas que participan en los mecanismos antioxidantes, por lo tanto la
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disminucién del NADPH explicaria la disminucion de la actividad de las enzimas
antioxidantes, lo que conlleva al estrés oxidativo (Diaz y col., 2004).

1.6.2.2 Productos finales de glucosilacién avanzada (AGES)

Los productos de glucosilacion no enzimatica (glicacion) de las proteinas son de
gran importancia en el estudio de las complicaciones a largo plazo de la DM, y
especialmente de la ND. Estos procesos consisten en un conjunto de reacciones
gue comienzan con la condensacién de un hidrato de carbono y un grupo amino
libre de las proteinas y especialmente con el amino terminal y el €-amino de
residuos de lisina, formando una base de Schiff, posteriormente ocurre una serie
de reordenamientos de los enlaces quimicos dando origen a productos mas
estables, conocidos como productos tempranos de glicacion, también descritos
como productos de Amadori. Los productos de Amadori poseen un grupo
carbonilo que puede seguir reaccionando con otros grupos amino, durante este
proceso se generan compuestos a-dicarbonilicos (a-oxoaldehidos) como la 3-
dexosiglucosona, el metiglioxal y el glioxal, que son altamente reactivos y actian

como propagadores de la reaccion (figura 4).

La glucosilacion de proteinas de vida media larga forma los productos finales de
glucosilacion avanzada (AGEs), estos tardan varios meses e incluso afios en
formarse y son irreversibles. Muchos de estos son fluorescentes, de color pardo
amarillento y resultan del entrecruzamiento con otras proteinas o con otras
regiones de la misma proteina. Los AGEs son capaces de producir agregacion de
proteinas intra y extra celular y pérdida en sus funciones biolégicas (Martinez
2005; Aponte y col., 2009).
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Figura 4 . Formacién de los productos de glicacién avanzada.

Algunos de los efectos de los AGEs son debidos a su interaccidn con sus
receptores especificos (RAGE). Los RAGE pertenecen a la familia de las
inmunoglobulinas, se localizan en la superficie celular de monocitos, macrofagos,
células endoteliales, células mesangiales, células epiteliales tubulares y células
del musculo liso vascular. La union de los AGEs a sus receptores desencadena
diversos eventos y la subsiguiente generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), activacién de factores de transcripcion como el factor nuclear kappa B
(NFkB), asi como la activacion de diversos péptidos y proteinas incluyendo
factores de crecimiento, citocinas, proteinas de matriz extracelular y el PAI-1
(inhibidor del activador del plasminégeno-1). En macrofagos inducen la produccion
de la interleucina -1 (IL-1), factor de crecimiento-1 (GF-1) y el factor de necrosis

tumoral alfa (TNF- alfa). En los glomérulos disminuye la actividad de la colagenasa
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e inducen aumento de la sintesis del coldgeno IV (Méndez, 2003, Diaz, 2004;
Aponte y col.,, 2009). Los AGE también pueden formarse a nivel intracelular
causando cambios en el DNA o alterando proteinas, también se ha descrito que

los AGEs generan EO.

1.6.2.3 Via de las hexosaminas

Esta via se encarga de metabolizar aproximadamente del 2 al 5 % glucosa que
entra a la biosintesis de las hexosaminas, la cual inicia con la fructosa 6-fosfato
derivada de la glucdlisis; la fructosa 6-fosfato es transformada por la fructosa 6-
fosfato aminotransferasa (GFA) en glucosamina 6-fosfato y por medio de tres
reacciones subsecuentes da origen a la UDP-N-acetilglucosamina y UDP-N-
acetilgalactosamina, las cuales se utilizan en la formacién de glicoproteinas y de

los proteoglicanos (Al-Daller, 2004; Tebar y Escobar, 2009).

Se ha observado que ante concentraciones altas de glucosa, tanto in vivo como in
vitro la biosintesis de hexosaminas incrementa en las células endoteliales,
mesangiales y del musculo liso (Goldberg y col.,, 2006). Las hexosaminas
estimulan la expresion de genes poscleraticos en las células mesangiales in vitro,
como el factor de crecimiento transformante- (TGF-) o el gen del inhibidor del
activador del plasminégeno 1 (PAI-1), fibronectina y laminina, los que aceleran la
acumulacion de matriz extracelular y la expansién mesangial in vivo caracteristicas
de la ND (Satriano, 2007).

1.6.2.4 Via de las proteinas Cinasa C (PKC)

La PKC es una enzima que pertenece a la familia de las serina-treonina cinasas,
presenta mas de once isoformas que tienen en comun fosforilar las proteinas
responsables de la transduccion de sefales intracelulares, y cuya consecuencia
es la regulacion de las funciones vasculares, que incluyen la contractilidad, el flujo
sanguineo, la proliferacion celular y la permeabilidad vascular del muasculo liso

vascular (Martinez y col., 2005).
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La isoforma 2 -Protein Cinasa C aumenta su actividad en las células endoteliales
de la retina y el rifion, cuando éstas son expuestas a concentraciones altas de
glucosa. La activacion de esta isoforma elevada es debida a la concentracion
intracelular de la glucosa que aumenta la sintesis del diacilglicerol (DAG), el cual

estimula a esta enzima (Bursell y King, 1999; Cruz y col., 2011).

Como consecuencia de la elevacién de la concentracion del DAG, aumenta la
actividad de la PKC, la cual es responsable de multiples complicaciones de la DM
gue incluyen alteraciones en el flujo sanguineo, engrosamiento de la membrana
basal, expansion de la matriz extracelular, aumento de la permeabilidad vascular,
angiogénesis y crecimiento celular, alteraciones caracteristicas de la ND (Lee y
col., 1989).

Por otro lado el aumento de la actividad de la PKC modela la expresion genética
de las células mesangiales y aumenta la sintesis de proteinas de la matriz extra
celular, especialmente colageno tipo IV y fibronectina, a través de la mediacion del
TGF-B (Huong y Prising, 2000). La activacion de la PKC aumenta la producciéon de
prostaglandinas vasodilatadoras (PGE2 y PGI2), que participan en la hiperfiltracién
e incremento de la permeabilidad a la albumina en el glomérulo (Kamwar y col.,
2008).

1.7 SISTEMA RENINA —ANGIOTENSINA

El Sistema Renina-Angiotensina (SRA), a través de la angiotensina Il, tiene un
papel principal en la regulacion de la presion arterial, el equilibrio hidroelectrolitico

y la regulacién del pH.

El SRA esta constituido por una cascada enzimatica, dichos constituyentes son el
angiotensindgeno, la renina y la enzima convertidora de angiotensina (ECA). La
renina es sintetizada y liberada por las células yuxtaglomerulares del rifidn,
localizadas en las arteriolas eferentes renales y es liberada a la circulacion ante
estimulos como la hiponatremia, la hipovolemia, la hiperkalemia y por niveles

bajos de angiotensina Il (All). El sustrato de la renina es una alfa 2-globulina
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plasmatica, sintetizada en el higado, el angiotensinégeno, del cual se forma un
decapéptido llamado angiotensina |, que es convertida en el lecho vascular

pulmonar, por la accion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) a All.

Existen numerosos estudios que indican la participacion del SRA en las
complicaciones cronicas de la DM. La hiperglucemia estimula la sintesis y la
secrecion intrarrenal de angiotensina Il (All), la cual es un potente vasoconstrictor
que a nivel renal, produce constriccion de las células mesangiales y de las
arteriolas eferentes, lo que conduce a la hipertension glomerular, que aparece en
los estadios tempranos de la ND (Mogensen, y col., 1983). La All también actua
como factor de crecimiento para las células renales, induciendo la expresion y
sintesis renal de factores autocrinos y citocinas, que actdan estimulando la
produccion de matriz extracelular por las células mesangiales, epiteliales y por los
fibroblastos, lo que conduce al desarrollo de fibrosis constituyendo el dafio

progresivo renal (Lufio, 2005).

Los efectos de la All se producen por interaccion con sus receptores AT1 (AT1R) y
AT2 (AT2R), el AT1R media la mayoria de los efectos de la All. Las principales
acciones de la All a través del AT1R, son vasoconstriccion, estimulacion de la
actividad de la aldosterona y de la actividad de los nervios simpaticos, promueve
el crecimiento celular, aumento del deposito de proteinas de matriz extracelular e
inflamacion, asi como incremento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) (Verdafio, 2009). Mientras que el AT2R antagoniza muchos de los
efectos del AT1R (Pérez y col., 2006).
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Figura 5. Sistema Renina Angiotensina.

Existe evidencia sobre la accién protectora del bloqueo del SRA tanto en
pacientes diabéticos como en animales de experimentacion (Herrera, 2003), los
tratamientos con bloqueadores del ATR1 (losartan e irbesartan) e inhibidores de la
ECA (captopril) han demostrado que no solo actuan disminuyendo la hipertension,
también mejoran el funcionamiento renal, pues disminuyen la proteinuria, la
inflamacion y el estrés oxidativo (Yavuz y col, 2003; Ceriello y col., 2005; Vaziri y

col., 2007).
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1.8 Concepto de radical libre (RL)

Un radical libre (RL) es un &omo o molécula que tiene un electron desapareado
en su ultimo orbital, por lo que es muy reactivo, ya que tiende a captar un electron
de otros atomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica (Barry, 2001;
Halliwell and Gutteridge, 2007; Maldonado y col., 2010).

1.8.1 Mecanismos de formacion de radicales libres.

Los RL se forman basicamente por tres mecanismos.

1.- Ruptura homolitica del enlace covalente de una molécula, con retencion de un

electron, del par de electrones compartidos por cada fragmento.

2.- Pérdida de un electrén

3.- Adicion de un electréon

Los RL se generan principalmente por reacciones con transferencia de electrones,
mediadas por accion enzimatica, o también por la presencia de metales de
transicion como el hierro y el cobre reducidos (reaccién de Fenton y Haber Weiss)
(Boberis, 2005; Cardenas y Pedraza, 2005; Halliwell y Gutteridge, 2007).

1.8.2 Tipos de radicales libres

Los radicales libres pueden ser generados a partir del oxigeno, especies reactivas

de oxigeno (ERO); o a partir del nitrogeno, especies reactivas de nitrogeno (ERN).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO)

El término ERO involucra no solo a los RL derivados a partir del oxigeno, también

a los no radicales derivados de la reduccion molecular del oxigeno y que son
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altamente reactivos. Las reacciones de RL se llevan a cabo a través de un
mecanismo en cadena (Korc y col., 1995).

Uno de los RL de mayor interés desde el punto de vista biol6gico es el radical
superoéxido (O2-), que se forma por la reduccion univalente del oxigeno; es decir
cuando el oxigeno acepta un electron. Esta especie es producida por un gran
namero de enzimas y por reacciones de autooxidacion. A partir del anién O,- se
forma el peréxido de hidrogeno (H,O,) por accion de la enzima superoxido
dismutasa (SOD). El H,O, es poco reactivo, sin embargo a altas concentraciones
tiene la capacidad de interactuar con los sistemas de generacion de energia de las
células e inactivarlas, como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, que tiene
gran lipofilicidad, la cual le permite atravesar las membranas celulares y
reaccionar con el anion superéxido en presencia de metales de transicion para
formar el radical hidroxilo (OH’). Este radical es el mas reactivo dentro de los
sistemas bioldgicos, por lo que es capaz de reaccionar con casi todas la moléculas
biolégicas (Drost, 1996; Vicenty col., 2004).

Tabla 3. Principales ERO

Especie Simbolo

Radical superéxido O,

Radical hidroperéxido ~ |HO2

Radical hidroxilo OH
Oxigeno singlete %0,
Radical alcéxilo RO’
Radical peroxido ROO'

Peroxido de hidrégeno H,O,
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Especies reactivas de nitrégeno (ERN)

Las principales ERN son el 6xido nitrico (ON’) y el peroxinitrito (ONOO™); el ON" se
forma a partir del aminoacido L- arginina por accion de la enzima citosoélica éxido
nitrico sintasa (NOS). Cuando el ON' se combina con el anién O,-, se produce el
anion ONOO™ que es un potente oxidante e induce nitracion de tirosina,

lipoperoxidacién y citotoxicidad (Ansberg, 2000; Halliwell and Gutteridge, 2007).

Tabla 4. Principales ERN

Especie Simbolo
Oxido Nitrico NO
Peroxido de Nitrogeno ONOO
Dioxido de Nitrégeno NO,

1.8.3 Fuentes de radicales libres

El principal proceso biolégico que conlleva a la generacion de RL es la cadena de
transporte de electrones, debido a que mas del 95% del O, es utilizado por ella
para realizar la fosforilacion oxidativa. En la fosforilacion oxidativa el oxigeno
molecular actia como aceptor final de electrones en el complejo IV para formar
agua. Asi el O, se reduce en cuatro etapas en cada una de las cuales se transfiere
un electron, sin embargo el transporte mitocondrial es imperfecto y la reduccion
monoelectronica del O, genera el aniébn O,". De esta manera la dismutacién
enzimatica del O," da lugar al H,O, Este también se forma en la membrana
mitocondrial externa a causa de la desaminacion oxidativa de las catecolaminas
por la enzima monoamino oxidasa (Fang y col.,, 2002; Inue y col., 2003;
Hernandez, 2005).

La segunda fuente mas importante de produccién de RL, es el llamado estallido
respiratorio, que tiene lugar en las células fagociticas que son activadas por

cualquier estimulo; es decir cuando los neutrofilos entran en contacto con una
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molécula extrafia se activan y aumentan su consumo de O, y por accién de la
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa) que se
encuentra en la superficie externa de la membrana plasmatica, se genera el anion
O,". Por otro lado también se generan RL a partir de los xenobidticos, pues estos
requieren intermediarios reactivos como los RL, para ejercer su accion toxica. La
formacion de RL, es catalizada por la NADPH — citocromo P450 reductasa, que
usa NADPH como donador electronico, y genera un ciclo redox, en el que
aumenta el consumo de NADPH y O,, y la producciéon de ERO (Drost, 1996;
Martinez, 1998; Castillo, 2002; Kashihara y col., 2010).

Otros mecanismos en los cuales se generan ERO son: la oxidacién de hipoxantina
y xantina hasta &cido Urico, reaccion catalizada por la xantina oxidasa, durante la
cual se acopla una reduccion de O, a O,7; y la sintesis de prostaglandinas; que
tiene al acido araquidénico como sustrato, este puede ser metabolizado por la
ciclo-oxigenasa o las lipo-oxigenasas, y origina diversas sustancias con
propiedades vasoactivas; prostaglandinas (PEG, y PGl,), tromboxanos (TXA2 y
TXB,), prostaciclina y leucotrienos. En la transformacion del &cido araquidonico en
endoperoxidos ciclicos por accion de la ciclo-oxigenasa se produce el radical OH”
(Drost, 1996).

1.9 Estrés oxidativo.

En condiciones fisiolégicas una célula presenta un equilibrio entre las moléculas
prooxidantes y antioxidantes (Koc y col.1995). No obstante se ha demostrado que
en ciertas patologias cronicas como la DM existe un aumento considerable en la
produccion de RL, que conlleva a un desequilibrio entre los sistemas antioxidantes
y oxidantes, conocido como estrés oxidativo (EO), lo que produce dafio celular por

oxidacion de las diferentes biomoléculas.
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1.10 Biomoléculas Blanco.
1.10.1 Lipidos

Los acidos grasos de los fosfolipidos y otros componentes lipidicos de las
membranas celulares son particularmente susceptibles al ataque de los RL para
formar radicales lipidicos e hidroperdxidos, que en presencia de metales de
transicion forman otros RL e inician una reaccion en cadena. Por otra parte en
ausencia de iones metalicos los hidroperéxidos pueden acumularse en la
membrana y alterar su funcion, pueden transformarse en aldehidos, como el
malondialdehido, que causa entrecruzamiento y polimerizacion de distintos
componentes de la membrana, asi como alteracion en la permeabilidad y pérdida
de la integridad de la membrana celular (Gonzalez y col., 2000; Maldonado y col.,
2010).

1.10.2 Proteinas

En las proteinas el dafio es inducido, por la capacidad que tienen los RL de
fragmentar los aminoacidos aromaticos, la cisteina, los enlaces disulfuro y los
enlaces peptidicos, ocasionando la alteracion de su estructura y la pérdida de su
funcién. Uno de los radicales mas reactivos contra las proteinas es el OH’, pues
puede causar modificacion en casi todos los residuos de aminoacidos, pero en
particular ataca la tirosina, la fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la metionina y
la cisteina, forma entrecruzamientos covalentes e induce a la fragmentacién de la
cadena polipeptidica, lo que se traduce en una pérdida de la funcién, y en mayor

susceptibilidad a las enzimas proteoliticas (Martinez, 1998; Gonzalez, 2000).

Las proteinas oxidadas son facilmente degradadas por enzimas proteoliticas,
producto de la formacion de grupos carbonilo, por oxidacion de aminoacidos como
la prolina, la arginina y la lisina. La presencia del grupo carbonilo es util como

parametro para evaluar el dafio oxidativo de la proteinas.

Las alteraciones conformacionales inducidas a las proteinas, se relacionan con la

pérdida de la actividad catalitica de enzimas como la lisozima y la ribonucleasa. La
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inactivacion de enzimas y la acumulacién intracelular de proteinas oxidadas
juegan un papel critico en la alteracién de las funciones celulares y en la muerte
celular. Es conocido que a nivel de la membrana plasmatica, las alteraciones a las
proteinas inducidas por RL, afectan a los transportadores, los canales proteicos,
los receptores o proteinas reguladoras y a las proteinas inmunorreguladoras, lo
que produce consecuencias letales para las células (Diaz y Membrillo, 2006).

1.10.3 DNA

El DNA es uno de los principales blancos de los RL en la célula, pues los grupos
nucleofilicos de la desoxirribosa y de las bases nitrogenadas quedan expuestos al
ataque electrofilico de las ERO, principalmente el radical OH'". El ataque de este
radical al DNA, da como resultado una serie de productos finales como: 5-
formamido-4,6 diamino pirimidina (FDP-Ade); 8- hidroxiguanina (8-OH-Gua),
timina glicol (5,6-OH-tim) y 5,6- dihidroxi citosina (5-OH-Cit) (Fang y col., 2002).
Entre las alteraciones al DNA se han reportado: ruptura del esqueleto azucar
fosfato de una o 2 de las hebras, modificacion de las bases nitrogenadas
(saturacién y fragmentaciéon del anillo de timina) y la formacién de uniones
cruzadas (cross-links) DNA-DNA 6 DNA proteina. Si el dafio que se produce en el
DNA es tan grande que no puede ser reparado se producen mutaciones que

pueden llevar a la muerte celular, (Martinez, 1998; Konigsberg, 2008).

1.11 Sistemas antioxidantes.

Los procesos que generan RL en el organismo son muy diversos. Sin embargo, el
organismo posee sSus propios mecanismos que le permiten contrarrestar los
efectos nocivos de los RL, los cuales son llamados mecanismos de defensa
antioxidante (Figura 6). Un antioxidante se define como aquella sustancia que se
encuentra en bajas concentraciones con respecto a la concentracion del substrato

oxidable (biomolécula), y tiene la capacidad de retardar o evitar su oxidacion.
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Existen diferentes tipos de antioxidantes:

Antioxidantes enddgenos; Son producidos por el organismo, entre ellos se
encuentran los enzimaticos y los no enzimaticos como la albumina; y los mas
importantes que son de tipo enzimatico (Konigsbeg, 2008; Khalid, 2007; Pham,

2008), entre los principales se encuentran:

Superoxido dismutasa (SOD). Esta enzima cataliza la dismutacion del radical
027 en H,0, y O,. Forma parte de una familia de metaloenzimas con diferentes
grupos prostéticos, y le dan sus nombres especificos; asi tenemos Cu/Zn SOD;
Mn SOD y Fe SOD. Su mayor actividad se localiza en la mitocondria (Mn SOD,
tetramero) y en el citoplasma (Cu/Zn SOD, dimero). La actividad de SOD presenta
diferencias entre los tejidos. La mayor actividad se encuentra en higado, glandula

adrenal, rifién y bazo.

Catalasa. Cataliza la conversion de H,O, en agua, se encuentra principalmente en
los peroxisomas. Tejidos como higado, rifion y glébulos rojos poseen altas

concentraciones de esta enzima.
Glutation peroxidasa (GPx). Cataliza la reduccion del H,O, y de los peroxidos

organicos libres, requiere glutation reducido (GSH) como sustrato. Esta enzima se

encuentra en citoplasma y mitocondria
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Figura 6. Generacion y metabolismo de especies reactivas de oxigeno.

Antioxidantes exdgenos. Se adquieren a partir de los alimentos, entre ellos se
encuentran los polifenoles, los flavonoides, los carotenoides, el acido ascorbico y
los tocoferoles. Dentro de estos compuestos antioxidantes se ha considerado al a-
tocoferol (vitamina E), como uno de los mas importantes, por su potencial

antioxidante.

Vitamina E . Los tocoferoles o vitamina E son antioxidantes lipofilicos y se definen
como moléculas anfipaticas, con una cadena hidrofébica asociada a las
membranas y un grupo polar que permanece en la superficie de estas. Existen
cuatro isoformas de tocoferoles (a, B, vy y ©), que difieren Unicamente en la
posiciéon de los sustituyentes metilados del anillo cromanol (figura 7). Sin embargo,
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el a tocoferol es la isoforma mas abundante en la naturaleza, se encuentra
principalmente en los aceites vegetales (soja, maiz, algodén y girasol), en granos,
en las partes verdes de las plantas y tejido adiposo de los animales (Febeles y
col., 2002).

CH
CH;
HO
HO
CH
CH CH CH CH CH
a tocofero 3
Beta tocoferol
HO
HO
CH;
CH; CH; CH; CH.
CH; 3 3 3 3 CH, CH; CH; CH; CH;
Gama tocoferol Delta tocoferol

Figura 7. Estructura quimica de los tocoferoles.

Su actividad antioxidante radica en su capacidad de proteccion de las membranas
celulares. El mecanismo de accidén antioxidante consiste en la interrupcion de las
etapas de propagacion y descomposicion del proceso de autooxidacion, pues los
tocoferoles interrumpen las reacciones en cadena mediante la donacion de
hidrogeno al radical peroxilo, dando como producto hidroperéxidos y radical
tocoferoxilo estable, el cual puede donar un segundo electron, que ocasiona la
apertura del anillo cromanol y la formacién de tocoferol quinona (Gonzéalez y col.,
2008).

Asi mismo los tocoferoles actian como terminadores reciclables de las reacciones
en cadena en la lipoperooxidaciéon, pues los tocoferoles secuestran los radicales
peroxilo lipidicos y el radical tocoferoxil formado, puede ser reciclado a tocoferol
por ascorbato (Konigsberg, 2008), o por reaccion del glutation catalizado por la

isoenzima hidroperoéxido glutation peroxidada selenio dependiente (Figura 8). Esta
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propiedad de reciclaje le permite al tocoferol participar como terminador en

muchas reacciones de peroxidacion antes de ser degradado.

CH
HO
CH
CH CH CH CH CH
Alfa tocoferol
CHOH
A HCOH
ROO- —o
H
0O OH
CHOH
ROOH
v HCOH
=0
H
OH OH
CH
‘O
CH
CH CH CH CH CH
Radical alfa tocoferoxil

Monodehidroascorbato

Monodehidroascorbato
reductasa

Acido ascorbico

Figura 8. Reduccién del radical tocoferoxil por accién del glutation.
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2. JUSTIFICACION.

La nefropatia diabética (ND) es una de las complicaciones mas frecuentes de la
DM y también la causa mas frecuente de insuficiencia renal terminal (IRCT), a
nivel mundial. En México la ND afecta al 40% de los pacientes con DM (Torres,
2002).

Los mecanismos que participan en el desarrollo de la ND son multifactoriales,
entre estos mecanismos se encuentra el estrés oxidativo inducido por la
hiperglucemia, a través de vias enziméticas y no enzimaticas. Dentro de las no
enzimaticas se encuentran la auto-oxidacion de la glucosa, los fenémenos de
glucosilacion avanzada, la via de los polioles y las alteraciones del metabolismo
mitocondrial. En cuanto a las vias enziméaticas, destaca la via de la NADPH
oxidasa, una importante ruta de produccion del anién superdxido a nivel celular y
vascular y es activada por la angiotensina Il. La angiotensina Il no solo contribuye
de manera directa en la progresion de la ND, por sus efectos hemodinamicos,
también actla por sus efectos no hemodinamicos ya que favorece el crecimiento

celular, la inflamacion y la fibrosis glomerular.

Por lo antes mencionado consideramos que es importante, que la terapéutica de
los pacientes diabéticos no solo sea dirigido al control de los niveles sanguineos

de glucosa, también es importante el control del EO.

Existen antioxidantes naturales y suplementos vitaminicos, como la vitamina E que
pueden ser administrados como complemento en la dieta, lo que posiblemente
permitiria disminuir o retardar el dafio renal. En estudios realizados en pacientes
diabéticos y en modelos experimentales de DM, la administracién de vitamina E
disminuye la peroxidacion de los lipidos en corazon e higado y aumenta los

antioxidantes totales en plasma (Wallinger y col. 2011).
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3. ANTECEDENTES

Estudios recientes han mostrado la relacion que existe entre la DM, el estrés

oxidativo y el dafio renal, a continuacion se citan algunos de estos estudios:

- Cuerda y col. (2011) en una revisidn bibliografica concluyeron que los
antioxidantes disminuyen la peroxidacion lipidica en distintas poblaciones

incluyendo pacientes diabéticas.

-Wallinger y col. (2011) observaron que la vitamina E disminuye significativamente
el nivel de lipoperoxidacion tanto en plasma como en homogenados de tejidos de

corazon e higado.

-Ore y col. (2000) demostraron que la vitamina E tiende a mejorar la glicemia,
disminuir la hemoglobina glicosilada (HbiAlc) y la peroxidacion lipidica, y aumenta
los antioxidantes totales en suero, en el grupo diabético.

-Cruz y col. (2011) Determinaron que el mejor tratamiento para evitar el estrés
oxidativo en los diabéticos y, en consecuencia retardar la aparicion de
complicaciones seria lograr un control metabdlico 6ptimo, lo que puede lograrse

mediante la inclusién en la alimentaciéon de antioxidantes naturales.

-Johansen y col. (2005) indican que debe existir un enfoque hacia la prevencion
del estrés oxidativo; por lo que resulta beneficioso para los diabéticos la

alimentacion de antioxidantes o suplementos de estos en la dieta.

-Pazdro y Burgess (2010) sugieren que la vitamina E puede proteger contra la
peroxidacion lipidica, también encontraron una posible evidencia de efecto
protector del pancreas, rifidn, ojo y sistema nervioso. La vitamina E se obtiene en
base a la ingesta de alimentos o suplementos en dosis recomendadas, y podria

evitar o retardar el dano tisular renal.
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4. HIPOTESIS.

Con base los anteriores antecedentes, se presume que la hiperglucemia lleva a la
sobreproduccién de radicales libres, los cuales tienen una importante participacion
en el dafno renal en los pacientes diabéticos, por lo que el suplemento alimenticio

con vitamina E, retardara el dafo renal.

5. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto antioxidante de la vitamina E en la morfologia y funcién renal, y

su relacion con la angiotensina Il.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Cuantificar la hipertrofia renal, mediante el peso renal fresco, el coeficiente de
proteinas DNA y el area celular tubular en ratas diabéticas por cuatro semanas

con administracion oral de vitamina E.

Determinar la proteinuria y depuracion de creatinina como indicadores de la

funcién renal, en ratas diabéticas con administracion oral de vitamina E.

Medir la actividad de las enzimas catalasa, superdoxido dismutasa y glutation
peroxidasa en la corteza renal de ratas diabéticas con administraciéon oral de

vitamina E.

Evaluar la expresion de los receptores AT1 y AT2 en médula y corteza renales de

ratas diabéticas con administracion oral de vitamina E.
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6. METODOLOGIA.
6.1 Material Bioldgico.

Se utilizaron ratas Rattus norvergicus macho sanas, de la cepa Wistar, con un
peso de 150 a 180 g, procedentes del Bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores lIztacala, UNAM. Las ratas se mantuvieron en jaulas colectivas, en el
Laboratorio de Farmacologia de la Unidad de Investigacion Interdiciplinaria En
Ciencias de la Salud y la Educacion (UIICSE) con agua y comida ad libitum y un

ciclo de 12 h luz/oscuridad, por un periodo de cuatro semanas.

6.2 Reproduccion del modelo de DM y tratamiento con vitamina E.

Los animales fueron asignados al azar en cuatro grupos, cada uno de seis
individuos. Un grupo control y tres grupos experimentales.

Para la reproduccion del modelo de diabetes mellitus, los grupos de animales
fueron sometidos a un ayuno de 8 h, se les midi6 la glucemia mediante una
puncion de la vena caudal, se obtuvo una gota de sangre que se coloco en una
tira reactiva y ésta en el glucémetro (ACCU-CHEK Active, Roche), en seguida a
los grupos experimentales se les administro por via intraperitoneal (i.p) STZ en
una sola dosis de 65 mg/Kg (Szkudelski, 2000), disuelta en amortiguador de
citratos 10 mM, pH 4.5, al grupo control solo se le administro el buffer de citratos
(Szkudelski, 2000).

Una vez transcurridas 48 h, los animales fueron puestos nuevamente en ayuno de
8 h para medir la glucemia; se considero a los organismos como diabéticos, si los
niveles de glucemia eran igual o mayor a los 300 mg/dL. A partir del primer dia en
gue se determino que los organismos eran diabéticos, se trataron con vitamina E,
en dosis de 250 y 500 mg/Kg, el tratamiento se administré por via oral diariamente

por cuatro semanas (tiempo que duré el experimento).

Los grupos de animales se pesaron cada tercer dia (lunes, miércoles y viernes) y

se midi6é la glucemia una vez a la semana, de igual manera peridédicamente las
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ratas se colocaron en jaulas metabdlicas por 24 h, para medir el consumo de

alimento y de agua, y el volumen de orina.

La orina se utilizé para cuantificar proteinuria y creatinina. A los 28 dias los
animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (45 mg/kg), posteriormente
se colocaron en una tabla de diseccion y con pinzas y tijeras quirargicas se realizo
una incision en la region abdominal, y se obtuvieron muestras de sangre de la
aorta abdominal, las cuales fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 15 min, para
la obtencion del plasma y se tomaron alicuotas de 400 pL que fueron
almacenadas a -80TC, asi mismo se extrajeron ambos rifiones, los cuales fueron
descapsulados y pesados, posteriormente se separo la médula y la corteza y se

almacenaron a -80<C.

6.3 Determinacion de la hipertrofia renal (HR)

La hipertrofia renal se evalluo de tres formas;

1) Se peso el riidn descapsulado y se obtuvo la relacion del peso del rifidon sobre
el peso corporal.

2) Se midio el &rea de las células del tubulo proximal.

3) Se determiné el coeficiente de proteinas/DNA.

6.3.1 Estudio histoldgico.

Para determinar el area de las células del tubulo proximal uno de los rifiones
obtenidos (rifidn izquierdo) fue cortado sagitalmente y una de las mitades se fij6 en
para- formaldehido al 4% y se procedio a deshidratar el tejido renal en un tren de
alcoholes de concentracion ascendente (apéndice 5), después ya deshidratados
los tejidos se incluyeron en parafina, posteriormente se realizaron cortes de 5 um
con el micrétomo de rotacién, se colocaron en portaobjetos los cuales se pusieron
en rejillas, se pasaron por un tren de alcoholes de concentracion descendente y se
tiferon con Hematoxilina y Eosina (apéndice 6), posteriormente se montaron con
resina Entellan y se dejaron secar durante una semana, los cortes fueron

observados en un microscopio Optico (40x) y se tomaron fotomicrografias para
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medir el area de las células del tubulo proximal, con ayuda del software Motic
imagenes plus 2.0 ML.

6.3.2 Aislamiento de DNA por el método de TRIZOL Reagent.

Se homogeinizaron 100 mg de corteza renal en 1 mL de TRIZOL Reagent C
Invitrogen, después se incubaron por 5 min a temperatura ambiente, transcurrido
el tiempo se agregaron 0.2 mL de cloroformo, se agitd por 15 s y se incubo
durante 3 min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugé a 12000 x g
por 15 min a 4C, se removi6 la fase acuosa y se pr ecipito el DNA por adicién de
0.3 mL de etanol (100%), se mezclo por inversién y se incubo 3 min a temperatura
ambiente, se centrifugo a 2000 x g por 5 min a 4C y se removi0 el sobrenadante.
La pastilla (DNA) fue lavada con citrato de sodio 0.1 M en etanol al 10%, tres
veces, durante 30 min, con agitacion continua; se centrifugé durante 5 min a 2000
X g a 4C entre cada lavado. Posteriormente se resu spendi6 la pastilla en 1.5 mL
de etanol al 75% por 15 min, se centrifugd a 2000 g x durante 5 min a 4C, se
removid el sobrenadante y se agregaron 400 pL de NaOH 8 mM y se resuspendio
nuevamente, finalmente se centrifugé a 2000 x g durante 5 min a 4C, y con un

espectrofotometro se leyo la absorbancia del sobrenadante a 260 y 280 nm.

6.4 Determinacion de la funcion Renal.
Para determinar la funcion renal se cuantificaron; 1) proteinas en orina y 2)

creatina en plasma y orina.

6.4.1 Cuantificacion de proteinas en orina.

Con el micrométodo modificado de Bradford (1976) se determino la proteina en
orina; realizando una curva de calibracién de albumina (0-100 pg/uL) y para las
muestras se agregaron 5 pL de orina, 155 pL de buffer PBS 1X, tanto a las
muestras como a la curva se les agregaron 40 uL de reactivo de Bradford, se
mezclaron y se leyo la absorbancia a 595 nm en un lector de placa de ELISA
(Thermo Labsystems Multiskan Ascent) La concentracion de proteinas se

determind por interpolacion de las muestras en la curva estandar (apéndice 1).
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6.4.2 Cuantificacion de creatinina.

Se realiz6 la cuantificacion de creatinina en plasma y orina con el método cinético
colorimétrico de tiempo fijo. En la cuantificacibn de creatinina en orina es
necesario diluir las muestras 1:10 En los pozos de una placa de ELISA se
colocaron alicuotas de 15 pL de las diluciones de las muestras, se agregaron 150
uL de solucién de picrato alcalino y se dejo en agitacion por 10 min a temperatura
ambiente, transcurrido el tiempo se leyd la absorbancia a 490- 500 nm,
posteriormente se agregaron 5 puL de acido sulftrico, se incub6 por 10 min y se
leyé la absorbancia 490- 500 nm (apéndice 3). Para la cuantificacion de creatinina
en plasma se tomo6 una alicuota de 15 pL de muestra y se deposito en los
respectivos pozos de una placa de ELISA, se agregan 100 pL de buffer de
reaccion, 100 pL de color reactivo (acido picrico) y transcurrido un minuto se ley6
la absorbancia a 490- 500 nm, finalmente se incubd por siete minutos a
temperatura ambiente y se volvio a leer la absorbancia a 490- 500 nm. Las
absorbancias de las muestras experimentales se interpolaron en las respectivas

curvas.

6.5 Determinacion por inmunoblot (Western blot) de la expresién de los
receptores AT1 y AT2 en médula y corteza renal

6.5.1 Homogeneizacion de corteza y médula renal.

Se pesaron 100 mg de tejido, se colocaron en tubos Eppendorf, y se le afiadio 1
mL de solucién Tris HCI 0.1M, pH 7.4, con una mezcla de inhibidor de proteasas
(pastillas Mini Complete, Roche), posteriormente se homogenizo el tejido con un
homogeneizador (IKA® T10 basic Ultra-Turrax) a 4°C a una velocidad de 10,000
a 12,000 rpm, en tres repeticiones de 10 s cada una. Posteriormente se
centrifugaron en la microcentrifuga (Eppendorf 5418), a 4C a 5,000 rpm durante
10 min, con el sobrenadante se hicieron alicuotas de 200 pL, unas se conservaron
para la cuantificacion de proteinas por el método de Lowry (apéndice 2), y a las
demas se les adiciono 20 uL de buffer Laemli (de carga) con B-mercaptoetanol al
10%, se agitaron, posteriormente se hirvieron en una placa térmica por 10 min

para desnaturalizar las proteinas y se almacenaron a -80°hasta su uso.
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6.5.2 Separacion de proteinas por electroforesis

Se prepararon los geles de poliacrilamida al 10 %, el gel separador y el gel
concentrador (apéndice 7), una vez solidificados se colocaron en la camara de
electroforesis (BioRad) y se lleno con un buffer 1X de corrida, se colocé una guia
de inyeccion de muestras, para llenar los pozos, el primero con 5 yL de proteinas
marcadoras de peso molecular (Biorad) y el resto con las muestras hervidas
anteriormente (colocando el volumen correspondiente a 50 ug de proteina), se
conecto la camara de electroforesis a una fuente de poder Power Pac™ HC
BioRad y se corre la electroforesis a 88 voltios por 120 min. Una vez terminada la
electroforesis, se despego0 el gel de los cristales, se separ6 el gel de concentracion

y se sumergio en el buffer de transferencia.

6.5.3 Transferencia a la membrana (PVDF).

Una vez terminada la electroforesis las proteinas separadas se transfirieron a las
membranas (Amersham HybondTM-P GE Healthcare) de fluoruro de polivinidieno
(PVDF), utilizando un sistema semiseco (Trans-blot SD BioRad) durante 60 min a
18 voltios. Para este procedimiento se lavaron las membranas con metanol
absoluto por 5 min, y posteriormente con agua destilada; se sumergieron en
solucion de transferencia fria junto con los papeles filtro. Las membranas de

PVDF, el gel y los papeles se colocaron en forma de sandwich (figura 8) en la

camara de transferencia por 60 min, a 18 voltios.

A riltro

Gel
Membrana PVDF

- Filtro

Camara dde

g Figura 9. Disposicion de los filtros, el
transferencia

gel y la membrana PVDF en la cAmara
de transferencia.
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6.5.4 Blogueo de la membrana.

Al término de la transferencia se desecharon los geles y se bloguearon las
membranas con leche descremada al 5 % en TBST (amortiguador Tris salino
suplementado con Tween al 20%) durante 2 h a temperatura ambiente con
agitacion constante, en seguida se incubaron con el anticuerpo primario (IgG
policlonal de conejo) contra los AT:R y AT,R y B-actina durante 18 h a 4C a una
dilucion 1:400, después las membranas se enjuagaron tres veces con TBST con
intervalos de 5 min, con agitacion constante (agitador Labnet Orbit LS) y se
incubaron con el anticuerpo secundario (IgG policlonal cabra-anticonejo) para
AT;R y AT,R y B-actina durante 2 h a temperatura ambiente a una dilucién 1:1000,
transcurrido el tiempo se volvieron a enjuagar con TBST tres veces y una con TBS

en periodos de 5 min, con agitacion constante.

6.5.5 Revelado

El revelado se realizé en un cuarto obscuro, las membranas se colocaron en un
hyppercassette, se les agregé Luminol (Invitrogen) y se coloco una pelicula
encima de cada membrana, se cerro el cassette por 5 min, posteriormente se saco
la pelicula y se sumergié en la solucidon reveladora Kodak durante 3 min, se
enjuagd con agua desionizada y se sumergio en solucion fijadora Kodak por 1 min;
nuevamente se enjuago y se dejo secar, después se comparé con el marcador de
peso molecular para identificar la proteina de interés, se escaneé la pelicula y se
analizé con un densitbmetro de geles (BioSens SC 645). Se realizd el cociente
entre la densitometria del receptor (AT, y AT,) y la de la B-actina.

6.6 Estudio de la actividad de las enzimas antioxidantes.

6.6.1 Homogeneizado de corteza renal

Se pesaron 100 mg de corteza renal, se colocaron en tubos Eppendorf, y se le
afadi6 1mL de amortiguador de fosfatos 66.6 mM, pH 7 con una mezcla de
inhibidores de proteasas (pastillas Mini Complete, Roche), posteriormente se
homogeneiz6 el tejido en frio con un homogeneizador (IKA® T10 basic Ultra-

Turrax) a 4°C a una velocidad de 10,000 a 12,000 r pm, en tres repeticiones de 10
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s cada una. Posteriormente se centrifugaron en la microcentrifuga (Eppendorf
5418), a 4C a 5,000 rpm durante 10 min, se hiciero n alicuotas de 200 pL, y se

conservaron a -80C para determinar la actividad de las enzimas antioxidantes.

6.6.2 Catalasa

La actividad de la catalasa se determiné mediante una técnica cinética (apéndice
8), se basa en la desaparicion de peroxido de hidrogeno, el cual absorbe luz en la
region ultravioleta, con un pico a 240 nm. Se corrigid por concentracion de

proteinas en la muestra y se reporto como Ul/mg proteina (Aebi, 1983)

6.6.3 Superoéxido Dismutasa (SOD)

Se determind la actividad enzimatica de la SOD con un método colorimétrico
(apéndice 9), basado en la reaccion de la xantina oxidasa (XOD) que reduce el
nitroazul de tetrazolio, esta reduccién se inhibe por accién de la SOD (Beauchamp
y Fridovich, 1971).

6.6.4 Glutation Peroxidasa (GPx)

La actividad de la GPx se determino mediante un método cinético (apéndice 10).
La GPX consume glutation y como cofactor oxida NADPH. Esta reaccion se
acopla con la reaccion de glutation reductasa, que regenera al cofactor (Paglia y

Valentine, 1967). La reaccion es estequiomeétrica y se registra a 340 nm.

6.7 Analisis estadistico
Los datos fueron analizados por un analisis de varianza (ANOVA), seguido por la
prueba de diferencia minima significativa (LSD), para determinar la significancia

entre los grupos; se considerd una diferencia significativa si p< 0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Reproduccion del modelo de DM

La cuantificacion de la glucosa sanguinea en los grupos de ratas, antes de la
administracion de la STZ, presento valores de 119.4 mg/dL + 7.78 y 123 mg/dL +
5.85. A las 48 h, los organismos que fueron administrados con STZ tuvieron un
incremento significativo en la concentracion de glucosa (406.5 mg/dL + 35.43),
respecto al grupo control (121.6 mg/dL + 7.78). A lo largo del experimento la
concentracion de glucosa en el grupo de ratas diabéticas se mantuvo en un
intervalo mayor a los 450 mg/dL de glucosa mientras que el grupo control
inyectado con el buffer de citratos no presento cambios significativos en los niveles

de glucosa sanguinea (figura 10).

600 -

500 A

400 -

300 A

(mg/dL)

200 A

100 -

Niveles de glucosa sanguinea

48h pst STZ 7 14
Tiempo (dias)

Figura 10. Efecto de la STZ sobre la concentracion de glucosa sanguinea, durante cuatro
semanas. M Control, & Diabéticas. Los valores expresan la media £ EEM, n=6, *p<0.05
respecto al control.

La ingesta de alimento y agua durante 24 h para el grupo control fue 23.23 g +
0.193 y 81.4 mL + 14.52 respectivamente, mientras que para el grupo diabético
ambos parametros fueron mayores, (39.92 g £ 0.54 y 161.16 mL + 16.54)
respectivamente (figura 11-12).
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Figura 11 . Efecto de la STZ sobre la ingesta promedio de alimento durante 24 h.
C= Control, DM= Diabéticas. Los valores expresan la media + EEM, n=6, *p<0.05
con respecto al control.
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Figura 12 . Efecto de la STZ sobre el consumo promedio de agua durante
24 h. C= Control, DM= Diabéticas. Los valores expresan la media + EEM,
n=6, *p<0.05 con respecto al control.

El volumen de orina colectado por 24 horas fue mayor significativamente en el

grupo DM (89.3 mL * 14.3) con respecto al grupo control (7.8 mL + 1.12) (figura
13).
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Figura 13 . Efecto de la STZ sobre la excrecién promedio de orina durante
24 h. en ratas diabéticas. C= Control, DM= Diabéticas. Los valores
expresan la media + EEM, n=6, *p<0.05 con respecto al control.

7.2 Efecto de la vitamina E sobre la DM

La glucemia cuantificada a las 48 h después de la administracion de STZ, fue de
406.5 mg/dL + 35.43 en el grupo diabético, 405.8 mg/dL + 18.24 en el grupo con
250 mg/Kg de vitamina E y 405.4 mg/dL + 23.78 con 500 mg/Kg de vitamina E;
respecto al grupo control (121.6 mg/dL + 7.78), dichos valores se mantuvieron a lo
largo del experimento (figura 14). La ingesta de alimento y agua medida a las 24 h
en el grupo control fue 23.23 g £ 0.193 y 81.4 mL + 14.52, y ambos parametros
aumentaron significativamente en el grupo DM (39.92 g + 0.54 y 161.16 mL *
16.54). En los grupos DM tratados con vitamina E en dosis de 250 y 500 mg/kg
ambos parametros aumentaron (38.04 g + 2.48 y 169.8 mL + 10.36; 36.61 g + 2.30
y 167.6 mL £ 10.72 respectivamente), respecto al grupo control, pues dichos

valores son semejantes a las diabéticas (figura 15-16).

-41-



600 -

£

400 -
300 1

T
o
(@]
Lo

(Tp/Bw)
eauinbues esoon|b ap ssvAIN

|—Tiempo (dias)

on

B DM+ Vit. E (250

roducida por la administraci
+ EEM, n

Diabéticas

4

mag/kg), Bl (DM+ Vit. E 500 mg/kg). Los valores expresan la media

con respecto al control.

Control,

Figura 14. Efecto de la vitamina E sobre la hiperglucemia

de STZ durante 28 dias, en ratas diabéticas.

6, *p<0.05

i

T T T T T T T T T
50 505 050 50
4 4 3 3 2 n/_ 1 1

(utrz/6) owuswire ap e1sabu

H+Vit.

M

(250mg/kg)

DM

(500mg/kg)

Figura 15. Efecto de la vitamina E sobre la ingesta promedio de alimento

e

ticas. Los valores expresan la media

é
0.05 con respecto al control.

Diab

Control, DM=

durante 24 h. C

:6’*p:

EEM, n

-42 -



it. E

DM+

T

200 +

T T T T
o O O O O
0 © < «

180 -
160 -
140 -
120 A
100 -

(Ytz/ Tw) enbe sp ownNsuo)d

(500mg/kg)

(250mg/kg)
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h. C=

El volumen de orina excretado en 24 horas fue mayor en el grupo DM (89.83 mL +

14.3), respecto al grupo control (7.8 mL £ 1.12); los grupos tratados con vitamina E

en ambas dosis (250 y 500 mg/kg) presentaron un aumento significativo en el

volumen de orina (124 mL + 8.1 y 120 mL + 10.95 respectivamente), en

| grupo MD y control (figura 17).
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Con estos datos se puede concluir que la vitamina E no modificd los signos
caracteristicos de la DM; pues persistieron la hiperglucemia, la polidipsia, la
polifagia y la poliuria, como en el grupo diabético sin tratamiento con vitamina E. El
peso de las ratas diabéticas disminuyo significativamente hasta finalizar el
experimento (213.8 g £ 24.96), en comparacion con el grupo control (341 g *
10.55), que mantuvo un aumento de peso constante. Los grupos tratados con
vitamina E, aumentaron de peso en relacion al grupo DM, el cual fue mayor en la
dosis de 500 mg/kg (263.8 g £ 8.81), respecto al grupo de vitamina E en dosis de
250 mg/kg (246 g £ 14.63) (figura 18).
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Figura 18 Efecto de la vitamina E sobre el peso corporal de ratas con 28
dias de DM. C= Control, DM= Diabéticas. Los valores expresan la media
+ EEM, n=6, *p<0.05 con respecto al control; # p<0.05 con respecto al
DM.

7. 3 Hipertrofia renal

El peso del riidn del grupo de ratas con DM aumenté en relacion al grupo control,
(4.87 mg/g + 0.22 y 3.19 mg/g £ 0.25 respectivamente). Para los grupos tratados
con vitamina E, en dosis de 250 y 500 mg/kg, el peso de los rifilones fue menor en
relacion al grupo diabético (4.31 mg/g + 0.18 y 4.16 mg/g = 0.27 respectivamente)
(figura 19).
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Figura 19. Efecto de la vitamina E sobre el peso del rifion en ratas
diabéticas. C= Control, DM= Diabéticas. Los valores expresan la media +
EEM, n=6, *p<0.05 con respecto al control.

El cociente de proteinas/DNA fue mayor en las ratas diabéticas (0.2768 u.a.
0.018) en relacion al grupo control (0.20 u.a. = 0.003). En los grupos con DM
tratados con vitamina E en dosis de 250 y 500 mg/kg dicho parametro fue menor
significativamente (0.1865 u.a. £ 0.010 y 0.2054 u.a. £ 0.020); respecto a las ratas
diabéticas (figura 20).
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Figura 20. Efecto de la vitamina E sobre el cociente de
proteinas/DNA en las ratas diabéticas. C= Control, DM= Diabéticas.
Los valores expresan la media + EEM, n=6, *p<0.05 con respecto al
control; # p<0.05 con respecto al DM.
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El &rea celular de los tubulos proximales fue mayor significativamente en el grupo
con DM (84.72 um2 +1.82), respecto a las ratas control (68.81 um2 +1.73). En los
grupos con DM tratados con vitamina E, a la dosis de 250 y 500 mg/kg, el area
celular fue de (84.72 pm? + 1.82 y 69.43 pm? + 0.84 respectivamente). Por lo tanto
se observo una disminucion en el area celular de los tubulos proximales respecto

a las ratas diabéticas (figura 21y 22).

Figura 21. Microfotografia representativa de los cortes de rifion tefiido por la técnica de
Hematoxilina - Eosina (40X). A) Control, B) Diabéticas, C) DM + vit. E 250 mg/kg y D) DM
+ vit. E 500 mg/kg.
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Figura 22 . Efecto de la vitamina E sobre el area celular de los tabulos
proximales en ratas diabéticas. C= Control, DM= Diabéticas. Los valores
expresan la media £+ EEM, n=6, *p<0.05 respecto al control; #p<0.05
respecto al DM.

7.4 Funcioén renal

Las ratas diabéticas presentaron un aumento significativo de proteinuria (34.43
mg/24h £ 4.57) respecto al grupo control, cuyo valor fue de 23.94 mg/24h + 3.36;
los grupos DM tratados con vitamina E con ambas dosis (250 y 500 mg/Kg)
presentaron una disminucion significativa respecto al grupo DM. En el grupo
tratado con vitamina E en dosis de 500 mg/kg, el valor de la proteinuria fue menor
(11.32 mg/h £ 2.59), que el grupo tratado con vitamina E en dosis de 250 mg/kg
(24.99 mg/24h £ 3.10), como se observa en la figura 22.
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Figura 23 . Efecto de la vitamina E sobre la excrecion de proteinas en
orina de 24 h C= Control, DM= Diabéticas. Los valores expresan la
media + EEM, n=6, *p<0.05 respecto al control; #p<0.05 respecto al DM;
&p<0.05 respecto al DM + Vit. (500 mg/kg).

La depuracion de creatinina fue menor significativamente en el grupo diabético en
comparacion con el grupo control (21.32 mL/min. £ 4.94 y 86.79 mL/min. £ 14.75
respectivamente). Los grupos con DM tratados con vitamina E con ambas dosis
aumentaron la depuracién de creatinina, la cual fue mayor de manera significativa
con la dosis de 500 mg/Kg (96.31 mL/min £ 4.52), respecto a la dosis de 250 mg/
kg (77.26 mL/min £ 15.71) y al grupo DM (figura 24).
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Figura 24 . Depuracion de creatinina de las ratas diabéticas, con administracion
de vitamina E. C= Control, DM= Diabéticas. Los valores expresan la media +
EEM, n=6, *p<0.05 respecto al control; #p<0.05 respecto al DM.
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7.5 Actividad de las enzimas antioxidantes
a) Catalasa

En el grupo de ratas diabéticas disminuyo la actividad de la catalasa (63.36 Ul/mg
+ 9.82), con respecto al grupo control (89.20 Ul/mg + 6.08). El grupo tratado con
vitamina E con dosis de 250 mg/kg no presento diferencias significativas (67.23
Ul/mg = 19.58), en relacién al grupo DM. El grupo que recibi6é la dosis de 500
mg/kg, tuvo un aumento de la actividad enzimatica de la catalasa (78.31 Ul/mg +
4.20), con respecto a las ratas diabéticas y a las tratadas con vitamina E con dosis
de 250 mg/kg (figura 25).
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Figura 25. Actividad enzimética de la catalasa en corteza renal de
ratas diabéticas tratadas con vitamina E. C= Control, DM= Diabéticas.
Los valores expresan la media + EEM, n=6, *p<0.05 respecto al
control; #p<0.05 respecto al DM; &p<0.05 respecto al DM + Vit. (500

mg/kg).

b) Superéxido dismutasa

El grupo de ratas diabéticas tuvo una disminucion significativa en la actividad de la
SOD (18.07 Ul/mg *= 2.32) respecto al grupo control (24.89 Ul/mg £+ 1.29). Los
grupos con DM tratados con ambas dosis de vitamina E aumentaron la actividad
de la SOD, dosis de 250 mg/kg (28.49 Ul/mg + 0.94) y dosis 500 mg/kg (30.73
Ul/mg £ 4.35) respecto al grupo de ratas diabéticas (figura 26).
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Figura 26 . Actividad enzimatica de la SOD en corteza renal de ratas diabéticas
tratadas con vitamina E.. C= Control, DM= Diabéticas. Los valores expresan la
media + EEM, n=6, *p<0.05 respecto al control; #p<0.05 respecto al DM,;
&p<0.05 respecto al DM + Vit. (500 mg/kg).

c) Glutatién peréxidasa

En el grupo de ratas diabéticas disminuyo la actividad de la GPx (638.29 Ul/mg +
199.07), en relacion al grupo control (2215.53 Ul/mg + 271.20). La actividad de la
GPx en los grupos DM tratados con vitamina E con ambas dosis (250 y 500
mg/kg) aumentd significativamente (1508.05 Ul/mg = 167.45 y 2228.86 Ul/mg *

243.08 respectivamente) en comparacion al grupo diabético (figura 27).
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Figura 27 . Actividad enzimética de la GPx en corteza renal de ratas
diabéticas tratadas con vitamina E. C= Control, DM= Diabéticas. Los
valores expresan la media £+ EEM, n=6, *p<0.05 respecto al control,
#p<0.05 respecto al DM; &p<0.05 respecto al DM + Vit. (500 mg/kg).

7.6 Expresion de los AT 1Ry AT 2R por inmunoblot
a) AT1R

Se puede observar que la expresion del AT;R fue mayor significativamente en
médula y corteza renal del grupo diabético (1.54 ur. + 0.15 y 1.10 ur. = 0.10
respectivamente), en comparacion al grupo control (1.03 ur. £ 0.085 y 0.86 ur.
0.11), el grupo DM tratado con vitamina E con dosis de 250 mg/kg presento una
disminucién (0.92 ur. £0.03 y 0.80 ur. £0.25) en relacién al grupo diabético, en el
grupo DM que recibié la dosis de vitamina E de 500 mg/kg, la expresién de este
receptor fue menor (0.58 ur. £0.12 y 0.52 ur. £ 0.10) en relacién al grupo diabético

y al tratado con dosis de vitamina E 250 mg/kg (figuras 28 y 29).
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Figura 28 . Efecto de la vitamina E sobre la expresion proteica del AT:R en
corteza renal de ratas control, diabéticas y diabéticas tratadas con vitamina E.
C= Control, DM= Diabéticas. Los valores expresan la media + EEM, n=6,
*p<0.05 respecto al control; #p<0.05 respecto al DM; &p<0.05 respecto al DM
+ Vit. (500 mg/kQ).
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Figura 29 . Efecto de la vitamina E sobre la expresion proteica del AT:R
en médula renal de ratas control, diabéticas y diabéticas tratadas con
vitamina E. C= Control, DM= Diabéticas. Los valores expresan la media +
EEM, n=6, *p<0.05 respecto al control; #p<0.05 respecto al DM; &p<0.05
respecto al DM + Vit. (500 mg/kg).
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b) AT,R

La expresion del AT,R fue mayor significativamente en corteza renal del grupo
diabético (1.21 ur. £ 0.096), con respecto al grupo control (0.86 ur. £ 0.042); para
los grupos con DM tratados con vitamina E, en dosis de 250 y 500 mg/kg la
expresion del AT;R fue significativamente menor (0.72 ur. £ .051 y 0.67 ur. £ 0.01

respectivamente) en relacion al grupo diabético (figura 30).
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Figura 30. Efecto de la vitamina E sobre la expresion del ATR2 en
corteza renal de ratas diabéticas. C= Control, DM= Diabéticas. Los
valores expresan la media £ EEM, n=6, *p<0.05 respecto al control; #p<0.05
respecto al DM.

En medula renal en la expresion del ATR2 mostré un incremento en el grupo
diabético (1.44 ur. = 0.10), con respecto al control (1.17 ur. £ 0.12); los
tratamientos con vitamina E, con ambas dosis 250 y 500 mg/kg modificaron la
expresion del ATR2 respecto al grupo diabético (1.10 ur. #0.078 y 1.07 ur. = 0.13

respectivamente) (figura 31).
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Figura 31 . Efecto de la vitamina E sobre la expresion del ATR2 en médula renal
de ratas diabéticas. C= Control, DM= Diabéticas. Los valores expresan la media *
EEM, n=6, *p<0.05 respecto al control.

8. DISCUSION

En este estudio se evalluo el efecto antioxidante de la vitamina E sobre las
alteraciones renales que produce la DM. Para lo cual se utilizd el modelo de DM
inducido por administracion de STZ, este modelo se caracteriza por la aparicion de
hiperglucemia a las 24-48 h de su administracién y disminucion de los niveles de
insulina, debido a la destruccion de las células beta del pancreas. El dafio
producido por la STZ a las células beta es causado por metilacion del DNA,
destruccion autoinmune de las células B y por inhibicion de la enzima N-acetil-
beta-D-glucosaminidasa (Chéavez y col, 2007). Los resultados obtenidos nos
permiten considerarlo como un modelo de diabetes que mimetiza a la MD tipo 1,
debido a que se observo polifagia, polidipsia, poliuria y pérdida de peso, signos
que persistieron a lo largo del experimento (4 semanas); resultados similares

fueron obtenidos por Chavez y col. (2007).

La hiperglucemia es la alteracion caracteristica que produce la DM, y a su vez
causa otras alteraciones o signos de la enfermedad; cuando se sobrepasa el

maximo de reabsorcion tubular de glucosa, esta es excretada a través de la orina,
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el exceso de glucosa no reabsorbida en el tabulo contorneado proximal produce
por osmosis retencién de agua en la luz tubular y consecuentemente aumento del
volumen de orina, es decir se produce poliuria, para tratar de compensar la
pérdida de agua y electrolitos lo que lleva a la deshidratacion, se produce aumento

de la ingesta de agua lo que se conoce como polidipsia.

Por otra parte, debido a la falta de insulina, la glucosa no puede ser utilizada por
las células del tejido muscular estriado y las células del tejido adiposo, lo que
aumenta el catabolismo de los lipidos y las proteinas, por lo que aumenta el
apetito y la ingesta de alimento, signo llamado polifagia; la utilizacion excesiva de

estos metabolitos conduce a la pérdida de peso (Robbins, 2004).

La vitamina E a las dosis administradas, no modificé los valores de hiperglucemia,
poliuria, polidipsia y polifagia, ya que estos se mantuvieron practicamente igual.
Solo se observo que la pérdida de peso fue menor en las ratas tratadas con
vitamina E, especialmente con la dosis de 500 mg/Kg en relacion a las ratas con
DM, lo que podria deberse al efecto antioxidante de la vitamina E que disminuyo el

catabolismo de los alimentos y fueron mejor asimilados por el organismo.

Varios grupos de investigadores han reportado que antes de la aparicion de los
signos clinicos de la ND, se produce un aumento de la masa renal, conocido como
hipertrofia renal, la cual es una de las alteraciones estructurales tempranas desde

el inicio de la DM (Gallego y col., 1998, Thompsom y col., 2002).

Algunos estudios en células mesangiales en cultivo con concentraciones altas de
glucosa han mostrado que aumenta la sintesis de algunas citocinas, como el
factor de crecimiento insulinoide tipol (IGF-I), el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y factor de crecimiento transformante-B (TGF-B), estas citocinas estimulan
el crecimiento celular, especialmente el TGF- (Garcia y col., 2001). En estudios in
vivo, a los 10 y 50 dias de la induccién de la DM, se ha observado incremento del
peso de los rifilones de un 55 y 93%, respectivamente, de modo que el volumen
glomerular, la longitud tubular y el volumen intersticial aumentan significativamente
en los animales diabéticos, respecto a los controles (Rasch y Dorup, 1997). Los

resultados observados en este estudio mostraron que los rifiones de los animales
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diabéticos aumentaron de peso asi como el area de las células del tubulo proximal
y en los animales diabéticos tratados con vitamina E se observé disminucion del
peso renal y del area de las células del tubulo proximal en relacién al grupo
diabético, lo que sugiere que la vitamina E al disminuir el estrés oxidativo,
disminuy6 la estimulacion del TGF-B, factor considerado como el principal
estimulante del crecimiento celular, pues estudios experimentales en animales
diabéticos, con tratamiento anti-TGF-B1 han reportado que previene la reduccion
progresiva de la funcidn renal y revierte el engrosamiento y la expansion
mesangial de la células renales (Rubio y col., 2014), aunque la disminucion del
peso renal no fue significativa, la determinacion del cociente de proteinas /DNA
mostré que los grupos tratados con vitamina E presentaron una disminucion
significativa de este cociente en relacion al grupo de ratas con DM (Snuani y col.,
2009). En condiciones fisioldgicas las células proliferan de acuerdo a su ciclo
celular normal, replican su DNA y se dividen durante la mitosis. En cambio las
células que se hipertrofian, detienen el ciclo celular en la fase G1, por lo que
aumenta su tamafio, su contenido de RNA y proteinas, y no se duplica su DNA, lo
cual se observa como un aumento en el cociente proteinas /DNA (Wolf y
Ziyadehf., 1999).

Cada una de las fases del ciclo celular estan controladas por las enzimas quinasas
dependientes de ciclinas (DCK), que son capaces de fosforilar proteinas, por
transferencia de los grupos fosfato a otras proteinas. La actividad de estas
enzimas depende de la formacion de complejos con otras proteinas especificas
del ciclo celular, como las ciclinas y otras proteinas inhibidoras denominadas
CDKi. La activacion de las CDK genera una cascada de sefiales por
fosforilacion/desfosforilacion que en dltimo término permiten la transcripcion y
transduccion de genes involucrados en la progresion del ciclo celular. Cuando el
DNA sufre algun dafio provoca el incremento de p53, que actia activando la
transcripcion de P21, la cual inhibe el complejo CDK 2/cilcina E y secuestra el
factor PCNA, factor indispensable para que se inicie y se desarrolle la replicacion
(Paunesku y col., 2001). Por lo tanto el estrés oxidativo induce el dafio al DNA,
provocando que el ciclo celular se detenga en la fase G1, lo que predispone a la
hipertrofia.
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Los mecanismos del desarrollo de la HR se han estudiado tanto in vitro como in
Vivo y en ambos casos se ha mostrado que la hiperglucemia per se modifica el
metabolismo de la glucosa por sobreactivacion de vias metabdlicas alternas, las
cuales producen metabolitos por autooxidacion de la glucosa, citosinas, activacion
de factores de crecimiento y exceso de RL que generan dafo oxidativo a
proteinas, lipidos, acidos nucleicos, e induccién de factores de transcripcion e
inhibicion de la apoptosis (Kashihara y col. 2010, Calderdn y col. 2013), lo que
estimula la proliferacion celular y la hipertrofia y consecuentemente produce las
alteraciones estructurales y funcionales renales (Olmos y col; 1998). En este
estudio posiblemente la vitamina E a través de sus propiedades antioxidantes
disminuyo el estrés oxidativo, lo que se reflej6 en la disminucion del peso renal,

del cociente proteinas/DNA y del area celular del tibulo proximal.

Uno de los signos clinicos de dafio renal en la evolucion de la ND, es la
proteinuria, que en los primeros estadios se conoce como microalbuminuria (20 a
200 mg/24 h), hasta llegar a macroalbuminuria (>300 mg/24 h.) (Mogensen y col;
1983), por lo tanto la cuantificacion de proteinas en la orina es un parametro

clinico muy importante para valorar el funcionamiento renal y el estadio de la ND.

La albumina es la proteina mas abundante en el plasma (60% de todas las
proteinas) y contribuye al mantenimiento de la presién oncaética entre el plasma y
el espacio intersticial, por lo que también estd implicada en la regulacion del
intercambio de liquidos a través de la pared capilar glomerular. Aunque la
albumina es una proteina aniénica, no es completamente retenida por la barrera
de filtracion glomerular, una parte de ella es filtrada y reabsorbida a lo largo de los
tubulos proximales por endocitosis mediada por receptores, para lo que debe
unirse a las proteinas megalina y cubilina (Gekle y col., 2003). Otro mecanismo
implicado en la retencion de las proteinas en el glomérulo son los proteoglucanos
que forman parte de la barrera de filtracion, que contienen grupos sulfato con
carga negativa por lo que repelen los grupos ionizados de los aminoacidos de la
albumina. La albdmina filtrada actla como un estimulo proinflamatorio y
profibrético siendo el inicio o el promotor de los dafios tdbulo-intersticiales, por lo

que su cuantificacion en la orina es un parametro para el diagnéstico y la
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progresion de la ND. Nuestros resultados indican que a las 4 semanas del curso
de DM, aumento la excrecién de proteinas y en los animales diabéticos tratados
con ambas dosis de vitamina E, dicha excrecion fue menor, de manera similar al
grupo control, estos resultados nos sugieren la participacion del SRA, pues, la
hiperglucemia estimula al SRA, liberando All, la cual produce vasoconstriccion en
las arteriolas eferentes, lo que aumenta la presion capilar glomerular y como
consecuencia las proteinas plasmaticas, pasan hacia el filtrado glomerular (Mora y
col., 2008; Pérez y col., 2006), predominantemente la albumina (Venegas y
Arbelaez, 2007), pues mas del 40% de las proteinas excretadas es albumina, 20%
globulinas de bajo peso molecular y el resto son proteinas de origen tubular y del
tracto urinario (Escalante y col., 2007; Flores y col.,, 2009). Otro mecanismo
implicado en la proteinuria es por estimulacion del TGF-B, el cual estimula el
engrosamiento de la barrera de filtracion con disminucion de los proteoglicanos
por lo que al disminuir las cargas negativas de los proteoglicanos no se produce la
repulsion de las cargas anionicas de la albumina y por consecuencia es filtrada
(Gallego y col., 1998).

Otra estudio que se realiz0 para valorar el funcionamiento renal fue la
depuracion de creatinina (DC), la cual mide la velocidad de los rifiones para
eliminar o depurar una sustancia del plasma (Hernandez, 2009; Strasinger y
Dilorenzo, 2010). Los resultados obtenidos mostraron que la depuracion de
creatinina disminuyd significativamente en las ratas diabéticas en comparacion a
las ratas control; en cambio las tratadas con vitamina E con ambas dosis
presentaron una depuracion muy semejante al grupo control. Lo que muestra que
en este modelo de DM se presenta dafio en la funcion renal; y pone de manifiesto
la participacion del estrés oxidativo. Pues se observo que las ratas tratadas con
vitamina E tuvieron una depuracion de creatinina significativamente mayor y una
proteinuria menor, especialmente con la dosis de 500 mg/Kg, o cual puede
atribuirse a que la vitamina E al neutralizar los RL disminuyé el estrés oxidativo y

la estimulacion al SRA fue menor por lo que la funcién renal se afect6 menos.

Ha sido demostrado que existe una relacion temporal entre la severidad del

dafio renal y el estrés oxidativo, pues en los pacientes con ND se ha observado
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mayor dafio oxidativo del DNA y mayor grado de lipoperoxidacion que en los
pacientes con ND incipiente (microalbuminuria), los estudios histolégicos muestran
la presencia de productos de gluco-oxidacion y lipo-oxidacion en la matriz
mesangial y en las lesiones nodulares glomerulares de pacientes diabéticos. Por
otra parte también se ha reportado que la actividad de las enzimas antioxidantes
de pacientes diabéticos se encuentra disminuida (Shimoike y col., 2000; Ceriello y
col., 2000; Navarro, 2008).

La sobre produccion de O," y de otras especies reactivas genera estrés
oxidativo, responsable de la disminucion de la actividad de las enzimas:
superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT y la glutation peroxiodasa (GPx) en
pacientes con ND (Ceriello y col., 2000) y en ratas con DM por induccién con
estreptozotocina (Mora y col., 2009), estos datos se correlacionan con nuestros
resultados, ya que las ratas con DM mostraron disminucion de la actividad de las
enzimas antioxidantes con respecto a las ratas del grupo control. Numerosos
reportes han indicado que la disminucion de la actividad de estas enzimas, se
debe al exceso de producto, como en el caso de la SOD que se inhibe en
presencia de altas concentraciones de H,O, (Garcia y col., 2005). En muchos
sistemas multienzimaticos el producto final de la secuencia de reacciones puede
actuar como inhibidor especifico, de una enzima situada al comienzo de la
secuencia de reacciones, lo cual determina que la velocidad de las reacciones
resulte condicionada a la concentracion del producto final, en estado estacionario,
este tipo de inhibicidbn se designa, como inhibicion por producto final, inhibicion

feed-back o retroinhibicion (Lehninger y col., 2005).

En las ratas con DM se observé disminucién de la actividad de las enzimas CAT,
SOD y GPx, sin embargo, los grupos con DM tratadas con vitamina E (250 y 500
ml/kg) mostraron aumento de la actividad de estas enzimas antioxidantes,
respecto a las ratas diabéticas. Estos resultados se correlacionan con varios
estudios en los que se ha descrito el uso benéfico de los antioxidantes exdégenos
en el tratamiento de la ND. Bo y col., (2013), mostraron que aumenta la actividad
de las enzimas antioxidantes en ratas tratadas con acido a-lipoico, asi como una

mejoria en los parametros evaluados sobre la funcién renal, lo que pone de
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manifiesto la importancia del estrés oxidativo en el dafio renal y la funcién

antioxidante de la vitamina E

Considerables evidencias sugieren que el sistema RAS intrarenal (glomérulo y
tubulos proximales) puede ser activado por la hiperglucemia conduciendo a la
liberacion local de All, la cual tiene efectos directos sobre las células glomerulares
e induce esclerosis de manera independiente de sus acciones hemodinamicas.
Para estudiar las acciones no hemodindmicas de la All se han utilizado células
renales cultivadas en un medio alto en glucosa (25 mM) o en la presencia de All,
en ambos casos se ha observado que aumenta la sintesis de las proteinas de la
matriz e inhibicion de la actividad de las enzimas degradativas (colagenas y
plasmina). Estos efectos se producen por la interaccion de la All con su AT1R,
presente en la células glomerulares, tubulares vasculares y en el intersticio. Asi de
esta forma la activacion del AT1R incrementa la resistencia vascular, reduce el
flujo renal y estimula la produccion de la matriz extracelular en el mesangio y en el
intersticio de las células tubulares. La All contribuye al dafio renal a través de
distintos mecanismos, entre ellos por activacion de la NADPH oxidasa renal que
contribuye a la formaciéon de ERO vy al estrés oxidativo (Barber y Barber 2003;
Whaley y col., 2009). En el presente estudio las ratas con DM presentaron un
aumento significativo de la expresion de la proteina del AT1R en médula y corteza
renal con respecto a las ratas control, lo cual se correlaciona con los estudios de
Nufiez y col. (2012) y Wehbi y col. (2002), quienes obtuvieron resultados similares
en ratas con 7 y 14 dias de DM respectivamente, lo que sugiere la participacion
del SRA intrarrenal desde las fases tempranas de la DM. El tratamiento con
vitamina E (ambas dosis) disminuyé la expresion del AT1R en médula y corteza
renal, lo cual sugiere la participacion de All a través de su AT1R en el desarrollo

de la ND por estrés oxidativo (Onozato y col., 2002).

Con respecto a la expresion del AT2R se observé un aumento en su expresion en
meédula y corteza renal, respecto a las ratas control. Escalante. (2004) sugiere que

el AT2R es inducido en el intento homeostatico del tejido por regular el efecto
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opresor de la All, ya que la activacién del AT2R se asocia con aumento de la

produccion de éxido nitrico, natriuresis e inhibicion del crecimiento celular.

Se ha mostrado que el AT2R se expresa principalmente en tejidos embrionarios,
mientras que en adultos solo se encuentra en algunos tejidos (cardiaco, rifidn,
Gtero y cerebro) y poco expresado, lo que sugiere que el AT2R desempefia un
papel importante en el crecimiento y desarrollo celular durante la etapa
embrionaria y la vida fetal, y que puede sobre expresarse en situaciones
patolégicas (Touyz y Scchiffrin, 2000) como es el caso de la ND.

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la administracion de
vitamina E a ratas diabéticas disminuyo la expresion de la proteina del AT2R en
corteza y medula renal con respecto a las ratas diabéticas sin tratamiento;
observandose resultados similares a los obtenidos en las ratas control. Lo que se
correlaciona con los datos de Bernabé, (2010), quién describié un aumento de la
expresion de las proteinas COX;, COX;, AT1R, AT2R y ODC en medios de cultivo
con glucosa alta, y una disminucion significativa de estas proteinas en cultivos con
glucosa alta y vitamina E. Lo que sugiere que los radicales libres tienen un papel

importante en la expresion de los AT1R y AT2R, tanto in vitro como in vivo.
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9. CONCLUSION

9.1 La administracién de vitamina E a las ratas diabéticas retarda y/o disminuye la
hipertrofia renal.

9.2 La vitamina E restablece la funcion renal determinada por la disminucion de la

proteinuria y aumento de la depuracion de creatinina.

9.3 La vitamina E disminuye el estrés oxidativo, ya que mejora la actividad de las

enzimas; catalasa, superéxido dismutasa y glutation peroxidasa en tejido renal.

9.4 El efecto antioxidante de la vitamina E regula los efectos nocivos del sistema

renina angiotensina, al reducir la expresion del receptor AT1R en la DM.

Lo anterior demuestra el poder antioxidante de la vitamina E y su posible efecto
protector sobre el deterioro renal en la DM. Lo que pone de manifiesto la

importancia de los antioxidantes como parte de la terapia en la DM.
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APENDICES

APENDICE 1

Cuantificacion de proteinas (BRADFORD)

Tubo PBS (1x)
1 160

2 150

3 140

4 120

5 100

6 80

7 60
MUESTRAS 155

Albumina
(0.1 pg/pL)
0

10

20

40

60

80

100

5 uL de muestra

Reactivo de
Bradford (uL)

40

40

40

40

40

40

40

40

La solucién estandar de albimina se diluye 1:10 (tomar 100 pL de albamina y agregar 900

HL de agua deionizada).

Las muestras se diluyen 1:100 (10 pL de muestra por 990 pL de agua deionizada).

Nota. Tanto la curva como las muestras se hacen por duplicado.

* Una vez agregado el reactivo de Bradford se lee la absorbancia a 570 nm.
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APENDICE 2

Cuantificacion de proteinas (LOWRY)

Tubos lg de proteina Albimina (uL) Agua (uL)
1 0 0 200
2 5 10 190
3 10 20 180
4 15 30 170
5 20 40 160
6 30 60 140
7 35 70 130
8 40 80 120
9 45 90 110
10 50 100 100

Para la curva de calibracién de albumina (1mg/mL), se toman 600 pL de albumina
y se agregan 600 pL de agua y de esta se agrega a cada tubo como se indica en

la tabla.

Adicionar a cada tubo 1 mL de solucibn C, mezclar e incubar a temperatura
ambiente por 10 min. Posteriormente agregar 100 pL de solucién de Folin, agitar e

incubar a temperatura ambiente por 30 min. Leer la absorbancia a 750 nm,
Solucion C 1:50 (1 mL de solucion B por 49 mL de solucién A).
Reactivo de folin 1 N (Esta 2 N, por lo que se debe diluir a la mitad).

Tratamiento de las muestras: Las muestras se diluyen 1:50 (tomar una alicuota de
10 uL y agregar 490 uL de agua deionizada), de esta se toma una alicuota de 200

UL y se hace todo el procedimiento como en la curva de calibracion.

Nota. Tanto la curva como las muestras se hacen por duplicado.
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APENDICE 3

Cuantificaciéon de creatinina en orina

Tubo Creatinina Agua (uL) Concentracién
estandar (pL) final (mg/dL)

A 0 500 0

B 50 450 2

C 100 400 4

D 150 350 6

E 200 300 8

F 250 250 10

G 300 200 12

H 375 125 15

Para la curva de calibracion de creatinina, en una placa de ELISA se colocan 15
uL de creatinina estandar (tubo A-H) en los respectivos pozos, y se agrega 150 uL
de solucion de picrato alcalino, se deja en agitacion y se incuba por 10 min, a
temperatura ambiente, y se lee la absorbancia a 490-500 nm, posteriormente se
agregan 5 pL de &cido sulfarico, se incuba por 10 min, a temperatura ambiente, y

se lee la absorbancia a 490-500 nm.

Solucion de picrato alcalino: 2 mL de borato de sodio, 6 ml de surfactante, 12 mL

de color reactivo y 3.6 ml de hidréxido de sodio.

Tratamiento de las muestras: se diluyen 1:10 (tomar una alicuota de 100 pL y
agregar 900 pL de agua), tomar una alicuota de 15 pL y hacer el procedimiento

como en la curva estandar.

Nota. Tanto la curva como las muestras se hacen por triplicado.
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APENDICE 4

Cuantificacion de creatinina en plasma.

Tubo Creatinina

estandar (uL)

A 0
B 12.5
C 25
D 37.5
E 50
F 75
G 100
H 125

Tomar 15 pL de creatinina estandar (tubos A-H) y depositarlos en sus respectivos
pozos de una placa de ELISA, agregar 100 yuL de bufer de reaccién, 100 pyL de
color reactivo y al minuto leer la absorbancia 490- 500 nm, finalmente incubar por

Agua (uL)

500
487.5
475
462.5
450
425
400

375

Concentracion
final (mg/Dl)

0

0.5

15
2.0
3.0
4.0

5.0

7min a temperatura ambiente y leer la absorbancia 490- 500 nm.

Buffer de reaccion: 2 mL de borato de sodio, 6 mL y 4 mL de hidroxido de sodio.

Color reactivo: 1.2% &cido picrico (tomar 120 mg de acido picrico y adicionar 10

mL de agua deionizada).

Para las muestras se toman 15 pL de muestra y se hace el procedimiento como en

la curva estandar.

Nota. Tanto la curva como las muestras se hacen por triplicado.
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APENDICE 5.

Técnica de procesamiento de inclusion en parafina

Posterior a la fijacion del tejido, este se pasa por un tren de deshidratacion.

Tiempo (min)

Agua corriente 30
Alcohol 70% 30
Alcohol 80% 30
Alcohol 90% 30
Alcohol absoluto 30
Alcohol amilico 60
Parafina | 60
Parafina Il 60

Después de parafina Il, se coloca en un blogue con parafina de inclusion (fundida
a 60° C). Por ultimo se realizan los cortes con un microtomo y se montan en

portaobjetos.

Los tiempos que se muestran en la tabla son minimos y se determinan

dependiendo el tamafio de la muestra.

Nota. No dejar mas de 1 h en alcohol absoluto, pues el tejido se endurece.
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Apéndice 6
Tincion de Hematoxilina — Eosina (H-E)

Una vez montados los cortes en portaobjetos, se pasan por un tren de tincion.

Tiempos (min)

Xilol | 5
Xilol 1l 5
Alcohol 100% 3
Alcohol 90% 2
Alcohol 80% 2
Alcohol 70% 1
Agua corriente 3
Hematoxilina de Harris 7
Agua corriente 2
Alcohol &cido lavado
Agua corriente 2
Agua amoniacal lavado
Agua corriente 1
Eosina Alcohdlica 6
Agua corriente Lavado
Alcohol 70% 1
Alcohol 80% 2
Alcohol 90% 2
Alcohol 100% 3
Xilol | 5
Xilol 1l 5

Montaje en resina Entellan

Nota. No sacar las laminillas del tltimo Xilol, sacar una por una al momento del montaje,

para evitar que se hidraten.
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APENDICE 7
Geles de electroforesis.

a) Gel de electroforesis

Agua demonizada (mL) 7.9
Acrilamida 30% (mL) 6.7
Tris 1.5 M pH 8.8 (mL) 5
SDS 10 % (mL) 0.2
TEMED (mL) 0.008
Persulfato de amonio 10% (mL) 0.2

b) Gel de concentracién

Agua demonizada (mL) 2.4
Acrilamida 30 % (mL) 0.67
Tris 0.5 M pH 6.8 (mL) 0.5
SDS 10 % (mL) 0.04
TEMED (mL) 0.004

Persulfato de amonio 10% (mL) 0.04

* Las cantidades de ambas tablas son para preparar 2 geles
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Apéndice 8
Cuantificacion de la Catalasa
Reactivos:
1. Amortiguador de fosfato 66.6 mM, pH 7.0.
KH2,PO,4 3.522 g
Na;HPO,4 7.268 g
Ajustar pH, disolver a 100 mL.

2. Peréxido de hidrogeno: 16 pL de H,O, al 30% en 10 mL de amortiguador.

Método:
1. Se ajusta a cero con amortiguador de fosfatos.

2. Agregar a una cubeta de cuarzo 1 mL de perdxido de hidrégeno, mas 10 yL de
extracto y se registra la absorbancia cada 15 segundos a partir de la adicién de la

muestra.

Se calcula la desaparicion de peréxido de hidrogeno utilizando el coeficiente de
extincion molar del peroxido de hidrogeno: € = 40/M-cm a 240 nm. Se corrige por
concentracion de proteinas en la muestra y se reporta como Ul/mg proteina. Una
Ul equivale a 1.0 ymol de peréxido de hidrégeno consumido por minuto.
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Apéndice 9

Cuantificacion de Superoxido dismutasa

Tubo SOD (pL) Buffer de muestra
(L)

A 0 500

B 20 480

C 40 460

D 80 420

E 120 380

F 160 340

G 200 300

Para la curva de calibracion de SOD, se toman 10 pL de SOD estandar (tubo A-G), se
adiciona 200 pL de mezcla de reaccion y 20 pL de xantina oxidasa, incubar por 20 min a

temperatura ambiente con agitacion constante y leer la absorbancia a 570 nm.

Mezcla de reaccion: NBT 2 mg, Xantina 1.7 mg, EDTA 3.72 mg, Na,CO3; 530 mg ajustar
pH (10.2) y aforar 100 mL.

Curva de extracto; para cada extracto se repite la curva anterior agregando dicho extracto

en lugar de la SOD.
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Apéndice 10
Cuantificaciéon de Glutation Peroxidasa.

Amortiguador de fosfato 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7.0:

NaHPO4 2.7469 g
NaH,PO4 4.2304 g
EDTA 516.2 mg

Ajustar pH, aforar a 100 mL

Reactivo de Drabkin

KCN 1.6 M 5.2 mg
KsFe(CN)6 1.2 M 19.7 mg
NaHCO3 23.8 M 99.9 mg

Aforar a 50 mL.

Azida de sodio NaN3 1.125 M: 7.3125 g. Estable indefinidamente. CUIDADO:
VENENO

Peroxido de hidrogeno: 2.2 uL de H,O, 30% en 10 mL. Preparar fresco.
Glutatiéon 150 mM: 46 mg/mL. Preparar fresco.
NADPH 8.4 mM: 1 mg/mL. Preparar fresco.

Glutatibn Reductasa: Diluir un frasco de 100Ul en 1.0 mL de agua destilada.
Preparar fresco.

El espectrofotometro se calibra a cero con agua destilada, a 340 nm
En la cubeta del espectrofotometro se coloca:

50 pL de muestra.

50 yL de reactivo de Drabkin. Mezclar.

2.58 mL de amortiguador.

100 uL NADPH
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10 pL Glutation reductasa
10 yL azida de sodio
100 pL GSH

La reaccion se inicia con 100 pL de peréxido de hidrégeno. Se registra la
absorbencia al inicio, a los 2 y 4 minutos. Se obtiene la diferencia (AAs4o) entre las
lecturas a los 2 y los 4 minutos. Se define una Ul como la desaparicion de 1 umol

de NADPH por minuto por miligramo de proteina.

-83-



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción

	2. Justificación

	3. Antecedentes

	4. Hipótesis   5. Objetivo General   6. Objetivos Particulares

	6. Metodología
	7. Resultados
	8. Discusión

	9. Conclusión

	10. Bibliografía 

	Apéndices



