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RESUMEN.

Se realizd6 un estudio morfolégico, inmunohistoquimico y de
inmunofluorescencia de la nefropatia diabética en ratas para demostrar el dafio
estructural del rifion y la alteracion en la distribucion y cantidad de tres
moléculas de matriz extracelular. 85 ratas hembras de la cepa Sprague-
Dawley con peso 200-250g fueron divididas en 2 grupos, el grupo experimental
(E), fue inyectado i.p. con 50 mg/kg de peso de estreptozotocina (STZ) y el
grupo control (C), fue inyectado i.p. con amortiguador de acetatos 0.1M pH 4.3.
Las ratas del grupo E con niveles de glucosa > 200 mg/dl, 48 horas después
de la inyeccién de STZ se consideraron diabéticas. 19 ratas experimentales
(El) y 9 controles (CI) fueron sacrificadas el dia 30. 17 ratas experimentales
(ENl) y 9 controles (Cll) fueron sacrificadas el dia 60. 21 ratas experimentales
(ENN) y 10 controles (Clll) fueron sacrificadas el dia 90. Se obtuvieron los
riilones y se registro su peso y didmetro. Los rifiones derechos se procesaron
con técnicas convencionales de histologia, para determinar su estructura. Se
realiz6 el estudio inmunohistoquimico y de inmunofluorescencia para
determinar la distribucion y cantidad de fibronectina (fb), laminina AB-1(Im) y
colagena tipo IV (col IV).

El peso promedio de los riflones de los grupos E fue mayor que el de los
grupos C, incrementando progresivamente a lo largo del estudio. El andlisis
morfolégico de los rifiones de los grupos E reveld dilatacién de los tdbulos
colectores (tc) y tubulos proximales (tp) en los 3 grupos E, y fibrosis peritubular
en los grupos Ell y Elll. No se presentaron alteraciones en los tubulos distales.
El analisis morfométrico demostr6 aumento del volumen glomerular y de la
matriz mesangial; asi como engrosamiento de la membrana basal glomerular
(MBG) en los grupos E.

Los estudios inmunohistoquimicos y de inmunofluorescencia revelaron que en
los grupos E la distribucion normal de fb, Im y col IV es preservada. La
cantidad de fb y Im incrementé a lo largo del estudio, la col IV incrementa en el
grupo El y disminuye considerablemente en los grupos Ell y EIII.

Nosotros concluimos que la nefropatia diabética provoca cambios estructurales
principalmente en la corteza renal caracterizados por engrosamiento de la
MBG, incremento de la matriz mesangial y del volumen glomerular y alteracion
en la cantidad de fb, Im y col IV que contribuyen al deterioro progresivo de la
funcién renal.



ABSTRACT.

A morphological, immunohistochemical and immunofluorescent study of the
diabetic nephropathy was performed in rats to demonstrate the progressive
structural damage of the kidneys and the alteration in the distribution and
guantity of three extracellular matrix molecules. Eighty five female Sprague-
Dawley rats, weighting 200-250 g were divided in two groups, the experimental
group (E) was i.p. injected with 50 mg/kg BW of streptozotocine (STZ) and the
control group (C) was i.p. injected with acetate buffer 0.1M pH 4.3. Rats of the E
group with glucose values =200mg/dl, 48 hrs after the STZ injection were
considered diabetic. Nineteen experimental (El) and nine control rats (Cl) were
sacrificed on day 30. Seventeen experimental (Ell) and nine control rats (Cll)
were sacrificed on day 60 and twenty-one experimental (Elll) and ten control
rats (ClII) were sacrificed on day 90. The kidneys were obtained and the ratio
weight/diameter was registered. The right kidneys were processed with
conventional histological techniques in order to analyze the structure.
Immunohistochemical and immunofluorescence studies were performed to
determine the distribution and quantity to fibronectine (fb), AB-1 laminine (Im)
and type IV collagen (col IV).

The average weight of the kidneys was greater in the E group than in the C
group rats, increasing progressively along the study. The histological analysis
revealed dilatation of the collector (ct) and the proximal tubules (pt) in the El, Ell
and Elll groups and peritubular fibrosis in the Ell and Elll groups. No alterations
were detected in the distal tubules. The morphometrical analysis demonstrated
an increase of the glomerular volume and mesangial matrix and thickening of
the glomerular basal membrane (MBG) in the E groups.

Immunohistochemical and immunonfluorescent studies revealed that in the E
groups the normal distribution of fb, Im and col IV is preserved. The quantity of
fb and Im increased along the study and col IV increased in the EI group but
decreased greatly in the Ell and Elll groups.

We can conclude that the diabetic nephropathy provokes structural changes
mainly in the renal cortex characterized by the thickening of the MBG, and
increase in the mesangial matrix and in the glomerular volume and alteration in
the quantity of fb, Im and col 1V, alterations that contribute to the progressive
damage of the renal function.



ANTECEDENTES

1. DIABETES MELLITUS (DM).

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica progresiva que se esta
convirtiendo en uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, debido
al incremento en su prevalencia, cronicidad y complicaciones tardias
incapacitantes.

Estudios realizados por King y colaboradores (1998), indican que la prevalencia de
la diabetes tipo 2 aumentara del 4% que se habia calculado en 1995 a 5.4% en
2025. El nimero de adultos diabéticos en el mundo aumentara de 135 millones
que habia en 1995 a 300 millones en 2025 y la mayor parte de este incremento
ocurrira en los paises en vias de desarrollo en los que aumentard 170% con 228
millones de pacientes diabéticos. En el 2025 méas del 75% de los pacientes
diabéticos habitaran en paises en vias del desarrollo y sus edades fluctuaran entre
45 y 64 afios y habra mas mujeres que hombres diabéticos que se concentraran
en las areas urbanas (1).

México ocupd el décimo lugar mundial en 1995 con casi 4 millones de enfermos.
Se estima que en el afio 2025 ocupara el séptimo lugar mundial con 12 millones
de enfermos. Actualmente 65% de los diabéticos padecen de hipertension arterial,
y 60% tiene dafio moderado a severo en el sistema nervioso, y tienen 2.4 veces
mayor riesgo de sufrir un evento vascular cerebral, insuficiencia renal, ceguera,
amputacion de extremidades y ataques cardiacos, se considera que este problema
de salud sera mucho mas severo de lo que actualmente representa (1,2,3).

1.1 PREVALENCIA.

La prevalencia en muchos paises estd aumentando en forma acelerada,
observandose un incremento del 40% de diabéticos diagnosticados entre 1991 y
1999, situacién que paralelamente se acompafia en aumento en la prevalencia de
obesidad.

México se encuentra dentro de los diez paises con mayor numero de diabéticos

(4).



Prevalencia en México:

Durante la ultima década se han diagnosticado 1, 246,649 de casos nuevos de
diabetes mellitus y se detectaron en promedio 285 diabéticos diariamente. De
1984 al 2000, el incremento de consultas en medicina familiar por diabetes
mellitus, fue de 519.7% y de 274.3% en los servicios de especialidades médicas.
El comportamiento en la demanda de atencion por diabetes mellitus en medicina
familiar, permite predecir un crecimiento anual promedio de 3.3% (4).

En cuanto a la demanda hospitalaria que genera la diabetes mellitus, el
incremento ha sido dos veces mayor en comparacion con los egresos totales.

En el IMSS, durante los ultimos diez afios, han fallecido 138,409 derechohabientes
por diabetes mellitus, con un promedio de 34 defunciones diarias, lo que
representa la primera causa dentro de los principales motivos de mortalidad segun
frecuencia. En el afio 2000 ocurrieron 14,520 defunciones, el grupo de mayor
riesgo fue el adulto mayor con 282 defunciones por cada 100 mil
derechohabientes usuarios (4).

Las muertes tempranas, asociadas a esta causa, generaron 113,014 afios de vida
potencial perdidos. (AVPP). El futuro de la diabetes es desalentador, por el
incremento importante en el niumero de casos en poblacion joven, aparicion de
factores de riesgo a edades cada vez mas tempranas, aumento de complicaciones
secundarias, carga econdémica elevada, desabasto para la demanda de atencion y
un nimero importante de AVPP (4).

1.2 CONCEPTO DE DIABETES MELLITUS.

La diabetes mellitus es un grupo heterogéneo de alteraciones caracterizadas por
hiperglucemia cronica asociada a una accion inadecuada de la insulina que es
acompafada por una variedad de alteraciones bioquimicas y manifestaciones
clinicas cuya naturaleza y gravedad dependen de la patogenia subyacente al
estado diabético, del grado de deficiencia de insulina, de la participacion de los
factores ambientales y del dafio progresivo de diversos érganos y tejidos (5).

Esta enfermedad esta determinada genéticamente y el sujeto que la padece tiene
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas que coexisten
con una relativa o absoluta deficiencia en la secrecion de insulina y con grados
variables a ésta (5,6).



Cuando la enfermedad alcanza pleno desarrollo, se caracteriza por hiperglucemia
en ayunas y en la mayoria de los pacientes con larga evolucion de la enfermedad
por complicaciones microangiopaticas, en especial renales y oculares, asi como
macroangiopéticas con afeccion de las arterias coronarias, enfermedad vascular
periférica y neuropatia.

La diabetes es generalmente diagnosticada sobre bases clinicas tomando en
consideracion los sintomas y las complicaciones agudas y/o crénicas, secundarias
a los niveles de glucosa sanguinea elevados (6).

1.3 CLASIFICACION.

A través del tiempo han existido diferentes clasificaciones de la enfermedad
tomando en consideracion diferentes criterios. Una de las clasificaciones que
estuvo vigente por muchos afios fue la que en 1985 propuso la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), clasificacion que tomaba en cuenta los sintomas
clasicos (poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso) y eliminaba los nimeros
romanos de la clasificacion anterior (Clasificacion de National Diabetes Data
Group), dejandola solamente como dependiente o no dependiente de insulina, con
sus variedades de obeso y no obeso y mantenia la clasificacion de Clases de
Riesgo Estadistico. En 1997, un comité de expertos de la Asociacion Americana
de Diabetes (Diabetes Care 1997), reclasificd a la enfermedad, en base al mejor
entendimiento de los procesos etiopatogénicos y moleculares. Este grupo de
expertos propuso que para establecer el diagnéstico de diabetes, ademas de
tomar en cuenta los sintomas clasicos, se debera contar con una determinacion al
azar de glucosa plasméatica > 200 mg/dl o una determinacion de glucosa
plasmatica en ayuno > 126 mg/dl o niveles de glucosa > de 200 mg/dl a las 2
horas posteriores a la administracion de una carga de 75 g de glucosa en agua
(Curva de Tolerancia a Glucosa Oral, CTGO). Estos nuevos criterios tienen la
ventaja de poder diagnosticar mas tempranamente esta enfermedad, clasificarla
adecuadamente y con poder establecer un control mas estricto, que
obligadamente contribuira a prevenir la presentacion de las complicaciones tardias
de la enfermedad (5).

El concepto actual sobre la diabetes sefala que la enfermedad, mas que ser un
solo desorden, es un sindrome caracterizado por hiperglucemia crénica, existiendo
al menos cuatro grandes tipos de la enfermedad (7).

|. Diabetes tipo 1. - anteriormente conocida como Diabetes tipo | o Diabetes
Mellitus Insulino-dependiente (IDDM), incluye a pacientes con destruccion
ideopatica o inmune de las células  del pancreas.

II. Diabetes tipo 2. - anteriormente conocida como Diabetes tipo Il o Diabetes
Mellitus no Insulino-dependiente (NIDDM), incluye pacientes con resistencia tisular
a la accion de la insulina que pueden presentar de manera paralela defectos en la
secrecion de esta hormona.



[ll. Otros tipos de diabetes.- inducida por defectos genéticos a nivel de las células
B del pancreas que son heredados en forma autosomica dominante o a nivel de
alteraciones en la estructura de la molécula de insulina, por enfermedades del
pancreas exaocrino, por endocrinopatias, por drogas capaces de inducir el estado
diabético, por infecciones, por mediacion inmunoldgica o por sindromes asociados
a la enfermedad.

IV. Diabetes gestacional.- comienza en el embarazo y desaparece después del
parto. En estos casos, el efecto de la insulina es bloqueado parcialmente por
hormonas antagonistas producidas por la placenta a partir de la vigésimo cuarta
semana de la gestacién humana -por lo que se dice que el embarazo es un estado
diabetogénico per se.

1.4 COMPLICACIONES DE DM.

Las complicaciones de DM se presentan con mayor frecuencia en pacientes
descontrolados, estas complicaciones pueden ser consideradas como agudas y
cronicas; dentro de las complicaciones agudas se encuentran principalmente la
cetoacidosis diabética (CAD) y el sindrome hiperosmolar no cetdcico, menos
frecuentemente se presentan la hipoglucemia y la acidosis lactica (Cuadro 1) (8).

La CAD provoca hiperglucemia debido a la ausencia casi absoluta de insulina asi
como el incremento de la produccion de glucosa por el higado via la
gluconeogénesis y la glucogendlisis (8, 9,10).

Ademas, durante la CAD también se producen hipercetonemia, acidosis
metabolica y alteraciones hidroelectroliticas (9).

La hipertonicidad no cetosica puede presentarse como primera manifestacion de
la diabetes mellitus tipo 2 y en otras ocasiones como resultado de factores
desencadenantes en cualquier paciente diabético descontrolado.

Es un sindrome que puede aparecer por diversas causas como supresion
inadecuada de hipoglucemiantes orales, insulina o ambos, infecciones
concomitantes, infarto agudo del miocardio, accidente vascular cerebral,
pancreatitis, etc (8).

La hipertonicidad indica un aumento en la concentracion de solutos
osmoticamente efectivos en plasma y liquido extracelular; por lo tanto, la
consecuencia de la hipertonocidad es la deshidratacion celular por agotamiento
del liquido intracelular, que pasa al espacio extracelular con la finalidad de igualar
la tonicidad (8).



La hipoglucemia se define como la concentracion baja de glucosa plasmatica con
presencia de sintomas tipicos como manifestaciones adrenérgicas vy
neuroglupenia que mejoran con la administracion de glucosa. La falta de glucosa
para el trabajo muscular induce fatiga y debilidad en grado variable.

Las causas de hipoglucemia en los pacientes diabéticos pueden ser debido a
causa de ejercicio inesperado, omisién de un alimento, pero también ocurre sin
que se conozca la causa que la desencadend o como efecto secundario del uso
de hipoglucemiantes orales (sulfonilureas) (8).

A largo plazo, el paciente diabético puede presentar 2 tipos de complicaciones
vasculares: microangiopaticas y macroangiopaticas (11).

Dentro de las complicaciones cronicas presentes con mayor incidencia entre los
pacientes diabéticos estan la enfermedad coronaria arterial, los infartos y la
enfermedad arterial periférica.

La enfermedad cardiovascular, en muchos casos, es causada por aterosclerosis,
que es una acumulacion en exceso de placa en la pared interior de los vasos
sanguineos, lo cual restringe el flujo de sangre (11).

Al comienzo de las complicaciones microangiopaticas se presentan alteraciones
funcionales reversibles, mas tarde se producen alteraciones morfoldgicas cuya
estabilizacion o regresion solo es posible en las etapas iniciales de este proceso
mediante la optimizacion del control metabdlico (11).

Morfolégicamente, la microangiopatia diabética se caracteriza por el
engrosamiento difuso de las membranas basales capilares, sobre todo en la piel,
musculo esquelético, retina, glomérulo renal y médula renal (11).

En los pacientes diabéticos, complicaciones tales como la ceguera son 25 veces
mas comunes que en los no diabéticos; esta afeccidon se produce por dafio capilar
de la retina que desencadena edema, y neo-formacion de vasos y hemorragias.
Los pacientes con diabetes también presentan catarata con mas frecuencia que
los no diabéticos (9,11).

Las alteraciones cronicas a nivel capilar también producen adelgazamiento de la
membrana basal glomerular, lo que se refleja en un dafio renal crénico con
proteinuria que es 17 veces mas comun en los pacientes diabéticos. A nivel del
sistema nervioso periférico en los pacientes diabéticos se puede producir la
desmielinizacién por segmentos, lo que se asocia con una alta incidencia de
disfunciones motoras, sensoriales y autondmicas entre las que se incluyen la
impotencia que afecta al 40% de los pacientes masculinos (Cuadro 1) (9,11).

La neuropatia es probablemente la complicacibn mas comun de la diabetes.
Existen estudios que sugieren que mas del 50% de las personas con diabetes
estan afectadas en diferente grado. El principal factor de riesgo es el nivel de
glucosa en sangre y el tiempo que éste dure. La neuropatia puede llevar a la



pérdida sensorial y dafio en las extremidades, ésta es también la principal causa
de impotencia en el hombre diabético (9,11).

La diabetes mellitus afecta practicamente todo el organismo, incluida la piel; se
estima que una tercera parte de los pacientes presenta manifestaciones cutaneas
durante el curso de su enfermedad. Algunas dermatosis se han llegado a
considerar signos marcadores de la diabetes y tres de ellas se han considerado
diagnosticas; estas son la ampolla diabética, la dermopatia diabética y el sindrome
de movilidad articular limitada y piel cérea (12).

El pie diabético es un proceso infeccioso, isquémico o ambos que se presenta en
los tejidos que conforman el pie y que abarca desde una pequefa lesién cutanea
hasta la gangrena extensa con pérdida de la extremidad (12).

Las dos lesiones basicas que se presentan en alguna etapa de la evolucion de la
diabetes son: la neuropatia (pie indoloro) y la angiopatia, tanto en la
macrocirculacion como en la microcirculacion (pie sin pulso). Son el origen de las
complicaciones isquémicas e infecciosas que se presentan en el pie del diabético
(12).

La gangrena que lleva a amputacion es por lo menos 5 veces mas frecuente en

los diabéticos. La expectativa de vida de los diabéticos en promedio, es de tan
sOlo dos terceras partes que el de la poblacion general (9,12).

Cuadrol. Complicaciones agudas y cronicas en pacientes diabéticos

AGUDAS NEUROPATICAS
e Cetoacidosis diabética (CAD) Neuropatia Sensomotora
e Sindrome hiperosmolar no cetécico e Bilateral simétrica en extremidades
e Hipoglucemia inferiores
e Acidosis lactica e Bilateral simétrica en extremidades
superiores
VASCULARES e Mononeuropatia
Macrovasculares e Ulcera neuropatica
e Arteriosclerosis coronaria e Amiotrofia diabética
acelerada e Caquexia neuropética
e Arteriosclerosis cerebrovascular Neuropatia Autonomica
acelerada e Gastroparesia
e Vasculopatia periférica acelerada e Diarrea
e Vejiga neurogénica
Microvasculares e Impotencia
* Retinopatia  Reflejos cardiovasculares alterados

e Nefropatia




1.5 COSTOS DIRECTOS E INDIRECTOS DEDM Y SUS COMPLICACIONES.

El incremento en la morbimortalidad por DM se relaciona con el dafo renal que
ocasiona un incremento hasta 2 veces el riesgo de muerte. Aproximadamente
33% de estos casos corresponde a nefropatia diabética (ND), lo que convierte a
este padecimiento en la causa mas comun de enfermedad renal terminal en el
mundo occidental (13).

Se ha reportado que la enfermedad renal es la primera causa de muerte en
pacientes con DM. En el IMSS la nefropatia diabética (ND) esta dentro de las 5
primeras causas de atencion meédica en hospitales de zona y en los de alta
especialidad.

La poblacion con insuficiencia renal cronica en fase terminal que requiere terapia
sustitutiva (dialisis o transplante renal) se ha incrementado en México y en todo el
mundo en forma alarmante. A nivel mundial hay mas de un millén de pacientes en
dialisis y se estima que el nimero actual de pacientes en alguna modalidad
dialitica en Meéxico es superior a 24,000, lo que denota un crecimiento de
alrededor del 11% anual durante los udltimos ocho afos. Del total de estos
pacientes mexicanos en dialisis, cerca del 50% son diabéticos y es éste el
subgrupo que se ha incrementado mas rapidamente. Es importante sefalar que el
tratamiento de la insuficiencia renal cronica terminal (dialisis y transplante)
requiere de grandes cantidades de recursos econémicos (13).

En México el tratamiento sustitutivo de la insuficiencia renal cronica consume una
gran proporcién de los recursos de salud, es causa muy frecuente de incapacidad,
productividad laboral disminuida y ocupa el segundo lugar en afios de vida
saludables perdidos. A la luz de las perspectivas epidemiologicas de crecimiento
de la poblacién diabética con insuficiencia renal crénica terminal y su gran impacto
sobre los sistemas de salud nacionales, particularmente en el de algunas naciones
como México, es claro que requerimos de esfuerzos importantes para encontrar
estrategias que nos permitan prevenir o retrasar la progresion del dafio renal en
la nefropatia diabética (13,14).

Barcel6 y colaboradores (2003), estimaron los costos de la diabetes en
Latinoamérica y el Caribe, a partir de un calculo de costos directos (uso de
medicamentos, hospitalizacién, consultas y manejo de las complicaciones) y
costos indirectos (pérdida de recursos potenciales). EI niumero de muertes por
diabetes fue estimada en 339.035, lo que representa una pérdida de 3 billones de
dolares.

El costo anual total asociado con diabetes fue estimado en 65.216 millones de
dolares con un total de costos directos por 10.721 millones de délares e indirectos
54.496 millones de dolares (15).



Estudios previos realizados para obtener estos célculos para la poblacion
mexicana reportan un costo total de 430 millones de dodlares (130 millones en
costos directos y 300 en costos indirectos). Los calculos obtenidos por estos
investigadores reportan un costo total de 15.1 billones de dolares (1.9 billones en
costos directos y 13.1 en costos indirectos).

Estiman que el costo de la nefropatia en México es de 468.5 millones de délares
anuales y los costos totales anuales atribuidos a la diabetes es de 15.118.3
billones de ddlares (15).

Para el afio 2007 el IMSS estima otorgar casi siete millones de consultas a
derechohabientes con DM, con un costo de 1,400 millones de pesos, lo que hace
evidente la considerable carga financiera que representa para la institucién, y que
aumentaria aun mas, al considerar el 30% de personas que desconocen ser
diabéticas (4)

Estos datos por demas preocupantes hacen necesario realizar todo esfuerzo que
esté a nuestro alcance para prevenir el desarrollo de esta enfermedad y para
brindar a estos pacientes diversas alternativas de tratamiento antes de que
desarrollen las complicaciones tardias, que necesariamente provocaran un
deterioro en su calidad de vida y finalmente su muerte, independientemente del
gran costo econdémico y social.



2. NEFROPATIA DIABETICA.

Muchos son los factores que intervienen en la fisiopatologia de esta enfermedad
siendo uno de los factores mas importantes en el desarrollo de las complicaciones,
la hiperglucemia. Sin embargo, el deterioro progresivo de la funcion renal no
depende unicamente de los niveles de glucosa, ya que otros factores pueden
contribuir en las manifestaciones de esta compleja patologia que presenta
cambios hemodinamicos, metabdlicos y estructurales (6).

2.1 CAMBIOS FUNCIONALES

La nefropatia evoluciona por varias fases interconectadas: 1) una fase temprana
de anormalidades fisiologicas de la funcidbn renal conocida como de
microalbuminuria, 2) una fase clinica con proteinuria persistente y 3) una etapa
final de insuficiencia renal (6).

2.1.1 HIPERFILTRACION

Al inicio de la nefropatia diabética se producen cambios estructurales en la
microcirculacién caracterizados por engrosamiento de la membrana basal
endotelial, aumento de tejido mesangial y esclerosis del glomérulo, y cambios
funcionales, entre ellos, el primero que se presenta, es la hiperfiltracion (aumento
en la tasa de filtracion glomerular). Esta puede acompafiarse por un aumento en la
fuga a través de la membrana basal glomerular, con paso de albumina al filtrado
glomerular y por lo tanto a la orina (6).

La albuminuria es un signo temprano y facil de detectar en el diagnostico de
nefropatia diabética en desarrollo; pero es necesario descartar otras causas de
proteinuria.

En condiciones normales el glomérulo permite el paso de agua y moléculas
pequefias como la glucosa y urea, y retiene proteinas mayores; las moléculas de
2.0 nm pasan con rapidez, pero proteinas con un peso molecular > 40 000
daltones pasan con mucha dificultad. Las macromoléculas como la albumina se
reabsorben en el tabulo proximal, por lo que la concentracién de esta proteina en
la orina es minima. En pacientes con diabetes la membrana basal de los
glomérulos permite el paso de proteinas de gran peso molecular, pierde
compuestos anionicos lo cual modifica su carga eléctrica y por lo tanto aumenta la
filtracion urinaria de la albimina que tiene una carga negativa a pH fisiologico (7).



La barrera entre el capilar glomerular y el espacio urinario de la capsula de
Bowman puede ser considerada como una membrana perforada por poros con un
tamafo promedio de 5.5nm, con cargas eléctricas negativas que son atribuidas al
heparan sulfato, acido sialico y otras proteoglicanos.

El tamafio y la carga de las moléculas determina su paso a través de la
membrana, ademas de fuerzas hemodindmicas que controlan la filtracion
glomerular (16).

2.1.2 MICROALBUMINURIA.

En la microalbuminuria temprana, la depuracién de albumina e IgG se encuentran
incrementadas; esto es muy probablemente debido a un incremento en la presion
trans-glomerular favoreciendo el incremento en la filtracion de proteinas en
general independientemente de su carga.

Subsecuentemente, hay un incremento en el tamafio del poro, favoreciendo el
paso de microalbuminuria a macroalbuminuria (6,16).

La microalbuminuria es la primera evidencia de nefropatia detectada en el
laboratorio. Se define como el aumento en la velocidad de excrecion de albumina
que va de 30 mg/min a 200 mg/min.

Los valores normales son de 1.5 a 20 mg/min con una media de 6.5 mg/min y
300 mg en 24 horas.

2.1.3 PROTEINURIA.

Inicialmente, la proteinuria es inconstante, aunque después se hace mas evidente
y puede alcanzar niveles o rangos nefréticos. Existen varios factores que explican
la presencia de la proteinuria.

El primero es un efecto en la selectividad del tamafio y las alteraciones de la
permeabilidad del glomérulo. El defecto ocurre a partir de una poblacién de poros
grandes, con poca selectividad, que determina el aumento de la fraccion de
filtracion para moléculas mayores de 46 A° ; esto permite el paso de proteinas
plasmaticas grandes a la orina. El trastorno también es secundario al
desprendimiento de células epiteliales y a los defectos consecuentes de la
membrana basal (6, 7,16).
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El segundo se refiere a la permeabilidad y la selectividad, que se modifican por
una disminucion de las cargas negativas de la pared capilar glomerular y por una
reduccion de acido sialico y de heparan sulfato, que son dos de los principales
componentes de la barrera. La glucosilacion de las proteinas circulantes también
influye en estas alteraciones del gradiente de presién hidraulica transcapilar
(17,18).

La proteinuria se define como una perdida de selectividad de tamafio y carga en la
MBG. Una vez determinada persiste con valores >500 mg/dia (6).

Los cambios histolégicos caracteristicos de la glomerulopatia diabética estan
presentes en mas del 96% de los pacientes con DM tipo 1 con proteinuria y en
aproximadamente el 85% de los pacientes con DM tipo 2 con proteinuria y
retinopatia concomitante. Un 30% de los pacientes con DM tipo 2 con proteinuria
sélo tienen una lesion renal no diabética (7).
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3. MECANISMOS ASOCIADOS AL DANO RENAL.

3.1 GLUCOTOXICIDAD.

La glucosa por si misma puede causar efectos toxicos directos en las células.
Lorenzi demostr6 en cultivos de células endoteliales humanas expuestas a altas
concentraciones de glucosa anormalidades en la funcidn celular (19). Los altos
niveles de glucosa alteran el ciclo celular y la proliferacion, incrementan la
expresion y sintesis de colagena, fibronectina y laminina, que podrian explicar
parcialmente el aumento en la produccion de matriz extracelular observada en la
nefropatia diabética (20).

Las células mesangiales expuestas a concentraciones de glucosa sintetizan
menos heparan sulfato (21) y esto podria te6ricamente contribuir en la reduccion
de cargas electronegativas en las membranas basales, que normalmente
restringen el flujo transcapilar a la circulacion de la albumina; esto podria favorecer
la progresion a  proteinuria. En las células mesangiales los altos niveles de
glucosa inducen la transcripcion y produccion de TGF- que es la Unica citosina
que estimula la sintesis de matriz e inhibe su degradacion (22).

La hiperglucemia puede dafar a los tejidos promoviendo cambios agudos o
reversibles en el metabolismo celular, o alteraciones irreversibles en
macromoléculas estables como los matriz extracelular y acidos nucléicos.

En modelos experimentales, los cambios irreversibles ocasionados por la
hiperglucemia incluyen; defectos en la union a la matriz del inhibidor de heparan
sulfato (23), rompimiento de la estructura tridimensional de las membranas
basales y la colagena (24), e incremento en la tasa de mutacion (25).

En humanos, existe evidencia convincente que indica que el riesgo a desarrollar
nefropatia esta relacionado con el grado de hiperglucemia. Sin embargo, la
hiperglucemia es necesaria pero no suficiente para explicar la enfermedad renal
diabética, ya que muchos pacientes escapan de la nefropatia, aun sin control
glucémico.

La hiperglucemia puede causar dafio renal mediante la glucosilacion no
enzimatica de las proteinas, también llamada por su unién a proteinas productos
finales de glucosilacion avanzada (PFGA). La hiperglucemia cronica puede activar
la via del poliol y afectar directamente a las células y su crecimiento celular.
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3.2 PRODUCTOS FINALES DE LA GLUCOSILACION AVANZADA (PFGA).

Los productos finales de la glucosilacion avanzada (PFGA) son el resultado de
una serie secuencial de reacciones bioquimicas que involucran la glucosilaciéon no
enzimatica de las proteinas y lipidos. Los productos intermediarios y tardios de
esta cascada de eventos pueden describirse como una clase de aductos de
aminoacidos-azucar que se forman de la progresiva deshidratacion, condensacion,
oxidacion y reacciones ciclicas que son llamadas colectivamente productos finales
de la glucosilacion avanzada (26, 27,28).

Algunos de estos productos han sido identificados quimicamente mediante la
exposicion de ciertas proteinas a glucosa e incluyen la carboximetil-lisina y la
pentosidina. Un resumen de las propiedades quimicas de los PFGA se muestra
en el cuadro 2.

Cuadro 2. Propiedades quimicas de los PFGA

*PFGA se forman en lipidos y 4cidos nucléicos

*PFGA son modificaciones irreversibles

*PFGA su formacion en proteinas confiere gran resistencia a la digestion proteolitica

*PFGA son sustancias altamente reactivas que causan:
a)uniones entre los polipéptidos de algunas proteinas, Ej; colagena
b)atrapando proteinas no glucosiladas, Ej; LDL e inmunoglobulinas

*PFGA induce oxidacion de los lipidos

*PFGA es quimicamente inactivada por oxido nitrico

Datos mostrados de la inhibicién de PFGA con aminoguanidina in vivo e in vitro

Aunque la formacion de estos productos ocurre como un proceso de generacion
normal, este se encuentra marcadamente acelerado durante la diabetes, a
consecuencia del incremento en el sustrato, por ejemplo, glucosa y el
predominante stress oxidante en esta enfermedad (29). La patogenia de los PFGA
se ha relacionado con su habilidad para acumularse en los tejidos, con la
formacion de uniones y la generacién de radicales libres derivados de oxigeno.

Se han propuesto tres principales mecanismos para explicar como la

glucosilacion no enzimatica de las proteinas puede contribuir en la patogénesis de
las complicaciones causadas por diabetes.
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1) PFGA pueden alterar la estructura y funcion de las proteinas de matriz
extracelular.

2) La glucosilacion puede afectar directamente la funcion de las enzimas y otras
proteinas.

3) PFGA puede afectar la actividad de sefiales como: citocinas, factores de
crecimiento y radicales libres, por la interaccion con los receptores-PFGA en
varios tejidos (Fig.1).

Estudios recientes han mostrado que los PFGA se unen a receptores especificos
de PFGA identificados en macrofagos, células endoteliales, células mesangiales
(30) induciendo la sintesis y secrecion de citocinas, incluyendo la interleucina 1
(IL-1) y el factor de crecimiento semejante a insulina (IGF-1)(31,32).

Este efecto puede estimular la proliferacion de células mesangiales y también la
sintesis glomerular de colagena tipo IV (33). Por otra parte, la glucosilacion
avanzada parece reducir la actividad mitdgena del factor basico de crecimiento
fibroblastico (b-FGF) en células endoteliales en cultivo (34).

Células Sintesis y liberacion Células endoteliales
mesenquimales <:| de citocinas :> y otras

Secrecion de Receptor de Liberacion de - -
enzimas PFGA :Macréfago factores de ::> Proliferacion
proteoliticas crecimiento celular
Unién a C:l |:> Unién a proteinas de
aminoéacidos P FG matriz extracelular
*Altera expresion de Receptor de Receptor de Receptor de *Proteinas atrapadoras
genes PFGA: Células PFGA: Células PFGA: Células *Reduce la degradacion
*Mutaciones endoteliales musculo liso mesangiales enzimatica
Altera ensamblaje de

membranas basales
\ *Lunién a proteoglicanos

factores tisulares sintesis de matriz
permeabilidad y Liberacion de factores extracelular
{trombomodulina de crecimiento

[l

Filtracion vascular Coagulopatia Proliferacion Esclerosis
celular glomerular

Fig 1. Representacion esquemética del posible mecanismo mediante el cual los
receptores PFGA pueden contribuir en la patogénesis de la nefropatia diabética.
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PFGA puede inducir uniones excesivas de moléculas de colagena, afectando el
ensamblaje y la arquitectura de las membranas basales glomerulares y la matriz
mesangial, y puede, ademas, activar a las células mesangiales via factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), promoviendo el aumento de matriz
extracelular (35).

Todos estos procesos pueden contribuir en el depdsito de proteinas de matriz
extracelular en el mesangio, e interferir en la depuracion de macromoléculas y
alterar la funcién de los macrofagos, por lo tanto contribuir en la expansiéon
mesangial y la oclusion glomerular. También se ha demostrado que los PFGA
inactivan al oxido nitrico (NO), de manera dosis dependiente (Cuadro 3) (36).

Cuadro 3. Efectos de los PFGA a nivel celular y tisular.

Peréxidacion de los lipidos
Disfuncion endotelial

TProdL_JE:C|0n de especies rea_lctlvas de oxigeno Toeréxidacion de lipidos
JFuncién de la superéxido dismutasa

YOxido nitrico } Tvasoconstriccion
TEndotelina-1

Estimulacion acti

TVCAM-1

TSecrecién de citocinas IL-1, TNF-B, IGF-1A
TMitogénesis

TQuimiotaxis de células mononucleares

TEstimulacién de células T y produccién de Interferon-y
Cambios estructurales

TRompimiento del orden molecular y cambios en la carga de superficie; Ej. causa cambios conformacionales
en:

a)El lente del cristalino T la opacidad y ceguera

b)Cambios prematuros en la colagena

TUnién irreversible entre las proteinas

TCambios en la membrana celular y matriz de los rifiones diabéticos: principalmente secrecién de matriz
mesangial, permeabilidad vascular y glomeruloesclerosis

TInterferencia de interacciones matriz-célula que afectan la adhesién

Trombosis y fibrinolisis

TFactor tisular

JTrombulina

TAgregacién plaquetaria y la estabilizacién de fibrina, posiblemente mediada por efectos de PFGA sobre
PG-I, (prostaciclina anti-trombotica), con | de los efectos de PFGA sobre PAI-1 proteasa de serina (inhibidor
de la fibrinolisis).

JSobrevivencia de plaquetas

TAdelgazamiento de plaquetas seguido de la glucosilacién de las glucoproteinas de receptores 1B y llIA
plaquetarios.

JReduciendo la sensibilidad de fibrina/fibrinégeno hacia plasmina seguido de la glucosilacién

JReduciendo la actividad de trombina catalizada por heparina seguido de la glucosilacién de anti-trombina III.

idad celular inapropiada

Tremodelacion de tejidos y
engrosamiento de la
membrana basal endotelial
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Ademas de estar relacionados con la enfermedad microvascular diabética, los
PFGA estan implicados en diversas patologias; estudios histopatolégicos han
mostrado acumulacion de estos productos en una variedad de tejidos que
incluyen ateroma coronario, corteza renal, mesangio y membrana basal glomerular
(37), asi como en las placas amiloides del Alzheimer’s, en el cartilago de la artritis
reumatoide (38), musculo cardiaco, pulmén e higado (39).

En modelos animales de diabetes inducida con STZ se ha mostrado que los PFGA
incrementan su concentracion pocas semanas después de que los animales son
diabéticos, este incremento sistémico ocurren en rifion, piel y tejido vascular (40).

Algunos métodos para reducir la formacion de los PFGA se centran alrededor de
terapias con drogas, otras modalidades de tratamiento incluyen intervenciones
terapéuticas. Otras estrategias incluyen la inhibicion de receptores de PFGA
usando anticuerpos neutralizantes o supresores de sefiales post-receptor, usando
antioxidantes; el agente mas investigado es la aminoguanidina (41).

La aminoguanidina, un derivado de la hidracina que une irreversiblemente
productos de glucosilacion tempranos, previene la formacién de los PFGA vy la
union de los PFGA a proteinas. En animales diabéticos, la aminoguanidina puede
prevenir la albuminuria, expansién mesangial y engrosamiento de la membrana
basal glomerular (42,43).

3.3 LA VIA DEL POLIOL.

La via del poliol esta compuesta por una familia de enzimas aldoceto-reductasas,
que utilizan como sustratos una variedad de sustratos derivados de azucar y son
reducidos por la nicotin adenin dinucleotido fosfato (NADPH) a sus respectivos
alcoholes azucarados (polioles); por ejemplo, la glucosa es convertida a sorbitol, y
la galactosa a galactitol.

El primer paso de la via del poliol es dirigido por la aldosa reductasa, que se
encuentra en tejidos como nervios, retina, glomérulo, y paredes de los vasos
sanguineos; en estos tejidos insulino-independientes, las concentraciones
intracelulares de glucosa se elevan en forma paralela a la hiperglucemia (44).

Como la ky, de la aldosa reductasa es mucho mas grande que la de la glucosa y
otros sustratos encontrados dentro de las células, la via permanece relativamente
inactiva. Sin embargo, el flujo de la via se incrementa como respuesta a la
hiperglucemia, incrementando los niveles intracelulares de glucosa y sustratos
derivados de glucosa como el metil-glioxal y su producto reducido, el acetol. En
muchos tejidos, el sorbitol producido por la glucosa es subsecuentemente oxidado
a fructosa por una deshidrogenasa especifica, usando NAD como cofactor (45).
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La hiperglucemia crénica puede conducir a la acumulacion de sorbitol en una gran
variedad de tejidos, incluidos los tubulos renales y el glomérulo; el sorbitol no
difunde facilmente a través de las membranas celulares y puede acumularse
facilmente en ciertas células causando dafio osmaético e hinchazén, un ejemplo es
el cristalino durante el desarrollo de catarata diabética (46).

La declinacion de NADPH celular causa un incremento en el flujo de la aldosa
reductasa, disminuyendo la generacién de oxido nitrico en las células endoteliales
y alterar el balance celular redox.

Se ha sugerido que el estado redox alterado de los nucleétidos de piridina, por
ejemplo, el incremento en la tasa intracelular de NADH/NAD® tiene como
resultado la oxidacion de sorbitol por NAD.

El incremento en la tasa de NADH/NAD" podria elevar los niveles intracelulares
de azucares altamente reactivos por inhibicion de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y acelerar la reduccion de fosfato dihidroxiacetona a a- glicerol-3-
fosfato, el precursor de diacilglicerol que estimula a de la proteina cinasa C
(PKC). Aunque otra posibilidad basada en datos animales sugiere que el
incremento en la actividad de la via del poliol tiene como resultado la disminucion
de mio-inositol intracelular (46)

La disminuciéon de fosfoinositides puede tener como resultado la reduccion de la
hidrolisis de fosfatidil-inositol bifosfato y un decremento en la formacién de diacil-
glicerol. El diacilglicerol es el mayor mediador celular endégeno de la activacion
de PKC, por lo que ha sido implicado en la patogénesis de la enfermedad renal
diabética (44,46).

Algunos efectos benéficos en la inhibicion de la aldosa reductasa han sido
reportados en animales diabéticos. El incremento en la tasa de filtracion
glomerular (TFG) y proteinuria en ratas con diabetes inducida con STZ puede ser
reducida por inhibidores de la aldosa reductasa como el sorbinil, o bien por la
suplementacion de mio-inositol (47).

En ratas diabéticas de la cepa Sprague Dawley, varios inhibidores de aldosa
reductasa fueron capaces de normalizar la incrementada TFG y de reducir la
permeabilidad vascular a albumina y su penetracion en las paredes de los vasos
(48), sugiriendo que los cambios renales funcionales tempranos y vasculares
estan relacionados con la aldosa reductasa. Sin embargo, el sorbinil puede tener
efectos vasoconstrictivos y disminuir la sintesis renal de prostaglandinas (49), y
podria modificar la hemodinamia renal independientemente de la via del poliol.
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3.3.1 Mioinositol y ATPasa Na" - k.

El mioinositol es un precursor de los fosfoinositides como el fosfatidil-inositol, es
estructuralmente similar a la glucosa y esta presente en tejidos de plantas y
animales. Algunos estudios en animales diabéticos han demostrado la disminucién
en los niveles de mioinositol en tejidos insulino-independientes en los cuales la
via del poliol opera (nervios, retina, glomérulo). El mioinositol celular total no esta
disminuido; algunos investigadores han sugerido que la disminucion de mioinositol
esta restringido a discretos pools intracelulares, se ha propuesto que estos pools
estan involucrados especificamente en un componente de la sintesis de
fosfatidilinositol que modula la actividad de la ATPasa Na* - K* (50).

Varias hip6tesis han sido propuestas para explicar la disminucion del mioinositol
en la diabetes. Una propone que la glucosa compite con el mioinositol en las
células, y que su trasporte esta comprometido por la hiperglucemia. Otra, sugerida
de las observaciones realizadas con inhibidores de aldosa demuestran que se
pueden bloguear la disminucién de mioinositol en los tejidos, ya que la
acumulacion de sorbitol de alguna manera es mucho mas baja que los niveles de
mioinositol. Finalmente, las elevadas concentraciones de Na' intracelular en el
tejido nervioso pueden reducir la disponibilidad de mioinositol (50).

3.3.2 Sistema PKC.

PKC, es una familia de 12 isoenzimas ampliamente distribuidas, las cinasas de
serina y treonina tienen sustratos especificos en varios tipos celulares. PKC es
translocada del citosol a la membrana plasmatica siguiendo el estimulo apropiado,
y de ese modo es activada (51). PKC esta involucrada en diversas funciones
celulares como: sefiales de transduccién, respuestas celulares a hormonas,
factores de crecimiento, neurotransmisores, prostaglandinas y ciertas drogas (52);
modula la tasa de crecimiento, sintesis de DNA y el recambio de receptores para
hormonas y factores de crecimiento, incrementa la actividad antiporte sodio-
hidrogeno, y la contractilidad de musculo liso (52).

Las actividades celulares de PKC son reguladas por niveles de diacilglicerol e
inositol fosfato. En animales diabéticos, la sintesis de novo de diacilglicerol es
debida al incremento en la formacion de precursores derivados de glucosa (53,
54,55).

Las implicaciones precisas de esta anormalidad son desconocidas, pero el
incremento en la actividad de PKC altera algunas funciones celulares relevantes
para el desarrollo de las complicaciones microvasculares diabéticas (55).
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Algunos de estos efectos incluyen la estimulacion de la neovascularizacion,
alteracion en la sintesis de colagena, fibronectina y laminina.

El efecto de las altas concentraciones de glucosa sobre la expresion de
fibronectina y colagena tipo IV pueden ser prevenidos por inhibidores de PKC
como la estaurosporina o calpostina (56,57), el tratamiento con agonistas de PKC
estimula la expresion de colagena tipo IV (57) y la acumulacion de fibronectina
(58), sugiriendo que los efectos de las altas concentraciones de glucosa sobre la
produccion de proteinas de matriz extracelular son mediados por la actividad de
PKC.

Ademas, la activacion de PKC incrementa la expresion de TFG-B, que es uno de
los mas importantes factores de crecimiento implicados en la regulacion de la
acumulacion de matriz extracelular en la nefropatia diabética.

3.4 FUNCION ENDOTELIAL ANORMAL.

Las células endoteliales, forman una monocapa que recubre la superficie de todos
los vasos sanguineos por lo que son particularmente susceptibles a dafos fisicos
y quimicos. Estas células son metabolicamente activas, con un amplio rango de
funciones que incluyen el transporte de moléculas plasmaticas y el control del tono
vascular. En particular, seleccionan e inactivan hormonas, convierten precursores
inactivos, como la angiotensina I, en productos activos y sintetizan mediadores
vasoactivos que actuan sobre el musculo liso, oxido nitrico y endotelinas (59).

Algunas anormalidades endoteliales han sido descritas durante la diabetes,
incluyendo el aumento de la proliferacion celular, denudacion endotelial, alteracion
en la forma celular en areas de ateroma (60). Niveles circulantes del factor de Von
Wildebran (61) trombomodulina (62), proteinas que son sintetizadas por células
endoteliales y liberadas como reflejo del dafio endotelial, se incrementan en
pacientes diabéticos con microalbuminuria (63).

La microalbuminuria puede ser el resultado generalizado del dafio endotelial,
consecuencia del incremento en el escape transcapilar de albumina (64).

Las posibles vias por las cuales la diabetes puede afectar la funcién endotelial
incluyen la glucotoxicidad, el incremento en la via del poliol, la actividad de PKC,
aumento en la generacion de radicales libres derivados de oxigeno y la formacion
de PFGA.

Se ha sugerido que la nefropatia diabética es una manifestacion especifica y
generalizada de la disfuncion endotelial (65) y la glomeruloesclerosis resultado de
la alterada interaccidn entre el endotelio glomerular y el mesangio.

Ademas, la disfuncién endotelial puede proveer una explicacién de la asociacion

entre la elevada tasa de excrecion de albumina urinaria y la enfermedad vascular
arterosclerética en la diabetes.
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Anormalidades en diversos factores homeostaticos, han sido reportados en
pacientes con microalbuminuria favoreciendo la hipercoagubilidad, dentro de ellos
se ha reportado al fibrindgeno, al inhibidor 1 activado por plasminogeno (PAI-1) y
la lipoproteina A (66,67).

3.5 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO).

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que diferentes factores de crecimiento
son regulados corriente arriba en la nefropatia diabética y las vias de sefializacion
que activan y regulan factores de transcripcion contribuyen en la acumulacion de
matriz extracelular (MET).

Las altas concentraciones de glucosa (68), los productos finales de la
glucosilacion avanzada (PFGA) (69,70), la angiotensina Il (Ang 1) (71) y TFGB-1
(72), inducen la generacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ERO)
en células renales que contribuyen al desarrollo y la progresion del dafio renal.

La generacion de ERO en células mesangiales es bloqueada efectivamente por
calpostina C, un inhibidor de la proteina cinasa C (PKC), o por disminucién
intracelular de PKC, en células preincubadas con PMA por 24hr (68), sugiriendo
qgue las altas concentraciones de glucosa inducen la generacion de ERO en
células mesangiales, es dependiente de PKC en mduasculo liso y células
endoteliales (73).

PKC juega un papel muy importante en la activacion de la NADPH-oxidasa
(73,74), la NADPH-oxidasa es el mecanismo mas importante para la generacion
de ERO en células fagociticas y no fagociticas (75,76).

Nishikawa y colaboradores (77) demostraron que las altas concentraciones de
glucosa generan aniones superoxido en ceélulas endoteliales de aorta de bovino a
través del metabolismo mitocondrial. Para normalizar la sobreproduccion de
superéxido mitocondrial, inhibieron la activacion de PKC, la formacion de PFGA y
la via de la aldosa reductasa, sus resultados sugirieren que las ERO producidas
por la mitocondria juegan un papel importante en las complicaciones vasculares
diabéticas inducidas por glucosa.

Ha y colaboradores (78), demostraron que los antioxidantes inhiben la traslocacion
a la membrana de PKCs y PKCe en el glomérulo de ratas con diabetes inducida
con STZ, ellos sugieren que las ERO activan a PKC en el rifidn diabético.

Dunlop y colaboradores (79), demuestran la aumentada actividad de p38 MAPK

en el glomérulo de ratas con diabetes inducida con STZ, mientras que, en los
glomérulos controles, el H,O, activa a p38 MAPK.
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Wang y colaboradores (80) encontraron que las altas concentraciones de glucosa
activan a la cinasa Janus, transductores de sefiales y activadores de transcripcion
(JAK/STAT) en células mesangiales.

Las ERO regulan la actividad de JAK/STAT en fibroblastos y células de carcinoma
A-431(81), y activan factores de transcripcion (82). Las altas concentraciones de
glucosa y H,O, activan a NF-xB (68) y la proteina 1 activada (AP-1) (83) en
células mesangiales.

La activacion de NF-xB es requerida para regular corriente arriba la expresion de
la proteina quimiotactica de monocito-1 en cultivos de células mesangiales (84).
Los eventos inflamatorios iniciados por la infiltracion de monocitos estan
involucrados en la patogénesis glomerular diabética (84) y lesiones tubulares
(84,85).

AP-1 media la activacion del promotor de TFG B-1 en células mesangiales (86) y
TFG-B1 regula la remodelacion del mesangio (87), la transicion tubular
mesenquimo/epitelial (TME) (88); asi como genes que codifican para proteasas
(89).

Yang y Lui (90) demostraron que TME es un proceso altamente regulado y que
involucra 4 pasos: 1) perdida de adhesion celular, 2) expresién y reorganizacion
de a-actina, 3) rompimiento de la membrana basal tubular y 4) migracion celular e
invasion al intersticio.

TME puede ser inducida por TFG B-1 (91), PFGA (88) y Ang Il (92).

3.6 FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA ACUMULACION DE MATRIZ
EXTRACELULAR.

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que algunos factores de crecimiento
afectan la acumulacién de matriz extracelular (MET). Los principales factores y
hormonas involucradas son la angiotensina Il (Ang 1), el factor de crecimiento
tumoral B (TGF-p), el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), la hormona del crecimiento (GH) y
factores de crecimiento similares a insulina (IGF) (93).
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3.6.1 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA (SRA).

La activaciéon del sistema renal renina angiotensina, y su papel en la patogénesis
de la ND, ha sido atribuido a varios estudios que demuestran que los inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) y receptores-lI antagonistas de
angiotensina atentan la ND (94, 95,96). Estudios in vitro muestran un incremento
en la expresion de angiotensina en células mesangiales y tubulares en respuesta
a glucosa (97,98). Esta respuesta esta mediada, al menos en parte, por la
sintetasa del oxido nitrico (ROS) vy la subsecuente activacion de p58 MAPK en
células tubulares (99).

La angiotensina Il (Ang II), un octapéptido derivado del angiotensinogeno,
ademas, estimula la generacion de las ERO en células del musculo liso (100) y
células mesangiales (101). La via de sefalizacion de las ERO activa a NF-«xf3, el
cual media adicionalmente la expresion del angiotensinogeno, asi la generacién
de ERO puede ser parte de un feedback positivo (102).

El incremento de Ang Il, ademdas, genera hipertension, un desorden que
generalmente acompafa a la diabetes y acelera la progresion a ND (103). Varios
cambios hemodindmicos intrarenales, incluyendo la hipertension capilar
glomerular, ocurren tempranamente durante en la diabetes experimental. Este y el
subsecuente desarrollo de albuminuria y cambios glomerulares estructurales son
atenuados por inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) (104),
demostrando la importancia de los factores hemodinamicos en la patogénesis de
la ND.

La hipertension intraglomerular puede ocurrir en la diabetes aun en ausencia de
hipertension sistémica (105); sin embargo, la Angll esta asociada con efectos
renales sistémicos y hemodinamicos y también con efectos directos no
hemodindmicos sobre las células glomerulares, particularmente sobre las células
mesangiales. La Ang Il incrementa la acumulacion de moléculas de matriz
extracelular, principalmente via la estimulacion de la expresién de TFG-§ (106,
107, 108,109).

3.6.2 FACTOR TRANSFORMANTE B (TFG-B).

Numerosos estudios indican que la hiperglucemia induce un incremento en la
expresion de RNAm y los niveles de TFG-B, en diabetes humana y en modelos
experimentales (109), asi como en cultivos de células mesangiales (110). TFG-
parece estar involucrado en estadios tempranos y tardios de la ND. En ratas con
diabetes inducida con STZ, la expresion de TFG-B incrementa tempranamente;
24 horas después de iniciada la hiperglucemia (111).

22



Todas las isoformas del receptor de TFG-B, TFG-B1, B2 y B3 y el receptor TFG-B
tipo 1l se han reportado aumentados en modelos de diabetes experimental (112).
El incremento en la produccion renal de TFG-B en pacientes con diabetes y ND
han sido reportados (109). Ademas, algunos estudios in vitro muestran que la
expresion de TFG-B se incrementa en cultivos de células renales con elevadas
cantidades de glucosa o con PFGA (113); aunque no esta claro si TFG-B media la
produccion de diversas moléculas de matriz extracelular en células mesangiales,
células epiteliales, células intersticiales renales vy fibroblastos (113).

TFG-B, ademas, influye sobre las enzimas que degradan la matriz extracelular
mediante la inhibicion de la sintesis de colagenasas y estimula la produccion del
inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMP) y el inhibidor activado por
plaminogeno (PAI-1) (114,115). TFG-B puede, ademas, influir en los depdsitos
locales de matriz por regulacion corriente arriba de diferentes receptores de
moléculas de matriz extracelular (114).

3.6.2.1 OTROS FACTORES QUE REGULAN LA ACTIVIDAD DE TFG-8.

Trombospondina-1 (TSP-1).TSP-1 es una de las cinco isoformas de la
trombospondina, es sintetizada y secretada por una variedad de células renales,
incluidas las células mesangiales (116). La exposicion a altas concentraciones de
glucosa regula la expresion de TSP-1 en células mesangiales (116), e incrementa
los niveles de glicoproteinas en el glomérulo de animales diabéticos (117) y en ND
humana (118).TSP-1 interactia con muchas otras proteinas de matriz, modula su
nivel de sintesis y parece tener la habilidad de activar al latente TFG-§ (119).

Decorina (DCN). La expresion de DCN, un proteoglicano pequefo, esta
incrementada en células mesangiales expuestas a altas concentraciones de
glucosa (113) y en los glomérulos de pacientes con ND, sin embargo, la
acumulacion de la proteina solo ocurre en estadios tardios de la enfermedad
(120).

La decorina se une a la colagena tipo | (121) y a otras proteinas de matriz
extracelular, incluyendo el TFG-B activado (121); y posiblemente forme un
complejo ternario con coladgenas fibrilares en estadios avanzados de ND; los
complejos DCN-TFG-3 son excretados en la orina en etapas tardias de DN (120).
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3.6.3 FACTOR DE CRECIMIENTO DE TEJIDO CONECTIVO.

El factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF); es otra citosina proesclerética
gue también a sido involucrada en los estadios tempranos y tardios de la ND. Su
expresion se incrementa durante la glomeroloesclerosis experimental (122). Los
niveles elevados de CTGF en el glomérulo de ratones NOD estan correlacionados
con la duracion de la diabetes (123).

La induccién de CTGF en células mesangiales por hiperglucemia puede ser en
parte dependiente de TFG-py PKC (123). Evidencias obtenidas de estudios in
vitro en células renales, incluidas las células mesangiales, indican que CTGF es
un mediador crucial para la expresion de proteinas de matriz extracelular y es
estimulada por TFG-.

CTGF interviene en la induccion de TFG-f, incrementando a la fibronectina (123),
colagena tipo | (124) y el receptor de la fibronectina ( integrina a5p1) (125). Otras
proteinas de matriz extracelular han sido reportadas en diferentes células renales,
incluyen a la colagena tipo I, I, IV, tenascina y trombospondina —1 (126).

3.6.4 FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS.

Los niveles de RNAm glomerular de la cadena del factor de crecimiento derivado
de plaquetas-B (PDGF-B) estan aumentados cinco veces en animales con
diabetes experimental (127).

PDGF se ha reportado como mediador de las concentraciones altas de glucosay
la induccién dependiente de los PFGA sobre la colagena tipo Ill en de células
mesangiales de rata. Sin embargo, este efecto parece aumentar a través de la
produccion de TFG-B (128). Los anticuerpos anti-PDGF solo atentan la
produccion aumentada de colagena tipo IV en células mesangiales expuestas a
PFGA, lo que sugiere que PDGF actia como un factor intermediario (129).

3.6.5 HORMONAS DE CRECIMIENTO Y FACTORES DE CRECIMIENTO
SIMILARES A INSULINA.

Clasicamente, la hormona del crecimiento (GH) secretada por la pituitaria induce
la sintesis de factores de crecimiento similares a insulina (IGF) en varios tejidos a
través de la activacion de los receptores de hormonas del crecimiento (GHR). Dos
lineas de evidencia implican a GH en la patogénesis glomerular en modelos de
diabetes experimental. Una es el efecto renoprotector de los anélogos de
somatostatina y antagonistas de GHR (130).
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La otra es la falla de los ratones tratados con STZ, transgénicos con la GH
mutada, con un antagonista nativo de GH, o “Knock out” a genes de proteinas de
union a GHR; desarrollan lesiones glomerulares (131).

IGF-I puede ser expresada en el rifion independientemente de GH. Cultivos de
células mesangiales con albumina glucosilada incrementan la produccién de IGF-I
(132), el factor de crecimiento estimula directamente la sintesis de laminina,
fibronectina, proteoglicanos y colagena tipo IV en estas células (132). Las células
mesangiales del raton NOD secretan una gran cantidad de IGF-I, y esto
probablemente contribuya al incremento en la acumulacién de moléculas de
matriz extracelular, en gran parte, aunque IGF-I medie la reduccion en la actividad
de la metaloproteinasa de matriz 2 (MMP2).

3.7 MATRIZ EXTRACELULAR.

El material que se encuentra fuera de las células, entre los limites epiteliales y
endotelial de los animales multicelulares, se conoce como matriz extracelular.

La matriz extracelular (MET) desempeiia un papel fundamental en el
mantenimiento de la integridad estructural de los organismos multicelulares. Sin
embargo, este material estructural esta lejos de ser una sustancia de soporte
inerte como se pensaba en el pasado y, por el contrario, ahora se sabe que la
matriz desempefia un papel activo y complejo en la regulacién de los procesos
bésicos de las células que tienen contacto con ella. Asi, por ejemplo, la MET
ejerce una funcibn moduladora del crecimiento, migracion, proliferacion y
diferenciacion celular; asi como la muerte celular programada (apoptosis) entre
otras. Muchas de estas actividades son reguladas por un conjunto de sefales que
se registran directamente a través de receptores a las moléculas de matriz tales
como las integrinas (133).

Hallazgos recientes demuestran que la MET sirve, ademas, como un sitio de
almacenamiento para factores de crecimiento polipéptidicos. Dos categorias de
factores de crecimiento se almacenan en la MET: factores que se asocian con el
heparan-sulfato extracelular, tales como la familia de los factores de crecimiento
de fibroblastos y factores que se unen a las proteinas de la MET, entre los que
destacan el factor de necrosis tumoral alfa y el factor de crecimiento transformante
beta (TNFa y TNFB1).

La MET esta constituida por una gran variedad de moléculas, las cuales

interaccionan entre si, generando una estructura tridimensional a la cual las
moléculas se adhieren ya sea por receptores especificos o ligandos.
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Las macromoléculas que constituyen la MET incluyen, entre otras, a la familia de
las coldgenas, que son las responsables de la resistencia mecanica de los tejidos
conjuntivos, la elastina que les confiere cualidades de flexibilidad y elasticidad,
proteinas de adhesion como la laminina y la fibronectina y los proteoglicanos que
son esenciales en la adhesividad (133).

COLAGENAS.

Las proteinas coldgenas son el constituyente principal de las matrices
extracelulares. Su nombre proviene del griego cola, que significa pegamento, y
genos, nacimiento.

Las coldgenas son una clase heterogénea de moléculas que forman parte de una
superfamilia de genes altamente relacionados. Histéricamente se definen como
proteinas estructurales de la matriz, cuya secuencia se caracteriza por una unidad
de tres aminoacidos Gly, Xy Y, donde Xy Y corresponden usualmente a prolina e
hidroxiprolina respectivamente. Sin embargo, este motivo se ha identificado en
ciertos dominios de otras proteinas, incluidos la subunidad C1q del complemento,
las colectinas y ciertos receptores de macrofagos.

A la fecha, se han descrito en vertebrados 18 tipos genéticos de colagenas, todos

los cuales tienen en comun uno o mas dominios con una estructura de triple hélice
(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Tipos de colagena.

TIPO FORMA COMPOSICION DISTRIBUCION

| Fibrilar [al(D]z [02 ()], [ad(l) 3] Piel, hueso, tendén, ligamentos,
cornea, dentina.

I Fibrilar [al(IN] s Cartilago, humor vitreo,
notocorda.

" Fibrilar [ad(1ID] 3 Acompafia a tipo | en fibrillas
heterotipicas: vasos sanguineos,
piel, 6rganos internos.

v Reticular [al(IV)]2, [a2(IV)], a3(IV), Membranas basales

a4(1V), as5(1V). Membranas basales de glomérulo

V Fibrilar [al(V)]s , [a1(V)],, [a2(V)], Acompafia a tipo | en fibrillas

al(\V)], a2(V) a3(V). heterotipicas: fibrillas delgadas.

VI Filamentosa al(Vl), a2(VIl), a3(Vl). Filamentos en rosario de matrices
del estroma que interactdan con
fibrillas y células.

VIl Cadena larga [al(VID]s Filamentos de anclaje que se

unen a membranas basales

epiteliales.

VI Cadena corta [aL(VI), a2(VIID] ¢? Matrices subendoteliales, cuticula
de gusanos, exoesqueleto de
esponjas.

IX Asociada a fibras al(1X), a2(1X), a3(1X). Superficie de fibras de colagena
tipo 1l en cartilago hialino, humor
vitreo.

X Cadena corta [al(X)]s Cartilago hipertrdfico.

X| Fibrilar al(X1), a2(XI), a3(XI). Acomparia a la tipo Il en fibras
heterotipicas.

Xl Asociadas a fibras [al(XID]s Tend6n y piel embrionarios
acompafia a algunas matrices
gue contienen tipo |.

Xl [al(XI)] ¢?2 Células endoteliales

XIV | Asociadas a fibras [al(XIV)]3 Piel fetal y tendén.

XV [al(XV)] ¢?

En las colagenas intersticiales, mas e 95% de su estructura es de triple hélice,
mientras que en otras es solo una fraccion de su masa molecular. La triple hélice
consiste en tres cadenas polipeptidicas, cada una de las cuales tienen la forma de
una hélice que gira a mano izquierda con alrededor de 3.3 residuos de
aminoacidos por cada vuelta. Estas tres cadenas helicoidales estan, ademas,
enrolladas con un giro a mano derecha, sobreponiéndose una encima de la otra,
para producir una estructura de triple hélice (133).

Las fibras colagenas de un mismo organismo estan hechas de distintos tipos de
moléculas de coldgena y algunos tipos genéticos de esta proteina ni siquiera
forman fibras. A los diferentes tipos de colagena se les asigna un niamero romano
que generalmente refleja el orden cronolégico en el que fueron descubiertas. Sus
cadenas polipeptidicas individuales se llaman cadenas alfa y estdn numeradas
con numeros arabigos para cada tipo genético de colagena (cuadro 4).
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FIBRONECTINA.

La fibronectina constituye una familia de glucoproteinas multifuncionales, que se
pueden encontrar tanto en forma insoluble, formando parte de la MET, como en
forma soluble circulando en el plasma. Las moléculas de fibronectina estan
constituidas por dos subunidades polipeptidicas de 230 y 250 kDa,
respectivamente, que se encuentran ligadas por uniones disulfuro (133).

Los mas de 20 miembros que constituyen estd familia derivan de un gen
estructural Unico que presenta procesamiento alternativo del RNA vy
posteriormente diferentes modificaciones postraduccionales, que pueden incluir
glucosilacion, fosforilacion y sulfatacion. El procesamiento alternativo ocurre en
tres sitios del transcrito primario y da origen a los multiples polipéptidos que
forman la familia de la fibronectina (133).

La estructura de la fibronectina esta fuertemente conservada en la escala evolutiva
y es altamente repetitiva, con tres unidades basicas, denominadas homologias
tipo I, Il y Ill, las cuales constituyen el esqueleto de la proteina (133).

Existen 12 homologias tipo I, de aproximadamente 45 residuos de extension, las
cuales estan involucradas en la actividad de union a fibrina. En esta area se
localiza, ademas, un sitio de union de baja afinidad para heparina. Intercaladas en
el agrupamiento amino-terminal de las homologias tipo | se encuentran dos
homologias tipo Il, las cuales son probablemente parte del sitio de unién a
colagena. Esta actividad de union esta directamente dirigida contra la colagena
tipo | desnaturalizada, aunque también es activa para otros tipos de colagenas.

Finalmente, entre dos agrupamientos de homologias tipo |, se interpone una larga
region compuesta por 15 a 17 homologias tipo Ill. Esta regién es responsable de
varias actividades de union, destacando entre ellas las interacciones con
receptores de la superficie celular y una union de alta afinidad con heparina. Por
otro lado, esta regién tipo llll es responsable de todas las variaciones en la
estructura primaria de pre-RNAmM en tres sitios conocidos como extradominio B,
extradominio A, y el segmento de conexion tipo Il (133).

La fibronectina desempefa un papel fisiolégico importante no solo en la formacion
de matriz extracelular, sino, ademas, en la adhesion y migracion celular, en la
opsonizacién y en la cicatrizacion de heridas, entre otras (133).

De manera relevante, la fibronectina extracelular actia como sustrato para la
adhesion celular durante la embriogénesis y la organogénesis; por ejemplo
durante la gastrulacién, en la migracién de las células de la cresta neural, la
diferenciacion de las células hematopoyéticas y el desarrollo cardiaco y pulmonar
entre otras. Para tal efecto, las células interactian con la fibronectina via un
receptor de membrana, el cual es una proteina dimérica que contiene subunidades
de 140 y 120 kDa, respectivamente (133).
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La fibronectina plasmatica, que se encuentra en una concentracion de 0.3 g/L,
parece estar implicada en varias actividades biolégicas tales como la organizacién
del coagulo y el almacenamiento de varias particulas por el sistema
reticuloendotelial. Esta ultima funciébn de opsonizacién podria estar relacionada
con la capacidad que tiene la fibronectina de unirse a fibrina, restos tisulares y
bacterias, y de esta manera se encuentra implicada como parte de los
mecanismos de defensa contra patdégenos (133).

Finalmente, la fibronectina también parece desempefiar un papel en la reparacion
de los tejidos y la cicatrizacion de las heridas. En este sentido, se sabe que la
fibronectina y la fibrina se concentran inmediatamente en las areas lesionadas
donde forman una matriz provisional que favorece el ensamblaje del tejido de
granulacion (133).

LAMININA.

La laminina tiene una estructura altamente conservada en diferentes especies
como el hombre, raton, sanguijuelas, Drosophila y estrellas de mar. Consiste de
tres cadenas polipeptidicas: A (400 kDa), B1 (200kDa) y B2 (205kDa), unidas por
enlaces disulfuro para formar una estructura en forma de cruz con terminaciones
globulares. Este modelo que corresponde a la laminina de ratdn, parece repetirse
en las lamininas de otras especies. Cada una de las tres cadenas polipeptidicas
se ha subdividido en dominios numerados del | al VI (133).

El brazo rigido contiene fundamentalmente los dominios | y Il y tiene estructura de
espiral enrollada (superhélice) que es un producto de tres cadenas. Esta region es
rica en helices a, en las cuales existen repeticiones de aminoacidos hidrofébicos
localizados en la primera y cuarta posicion, favoreciendo la formacion de
estructuras de espiral enrollada. Los segmentos tipo bastdn de los brazos cortos Il
y V, consisten en repeticiones de cisteina homélogos al factor de crecimiento
epidérmico. Cada uno de estos contiene de 50-60 aminoacidos con ocho residuos
de cisteina en posiciones altamente conservadas.

Las estructuras globulares que se observan con el microscopio electronico
corresponden a los dominios IV y VI. La terminacién globular al final del brazo
largo, que deriva Unicamente de la regién carboxilo de la cadena A, contiene cinco
repetidos homologos como la estructura de un pie y se le llama el dominio G (133).

Los dominios Il y IV de la cadena A estan subdivididos en subdominios ay b con
base en su secuencia de aminoacidos. En la cadena B1 se forma un asa de 40
aminoacidos entre los dominios |y Il referido como el dominio alfa. En la laminina
de raton los tres brazos cortos se derivan individualmente de las regiones amino-
terminales de las cadenas A, B1y B2.
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La molécula de laminina esta extensamente glucosilada y aproximadamente 15 a
30% de su peso consiste en carbohidratos. Hay 46 sitios potenciales de
glucosilacion en la cadena A y 13 a 14 en las cadenas Bl y B2, aunque la
glucosilacién no es necesaria para el ensamblaje de las cadenas o su estabilidad
(133).

Los cambios en la composicion de subunidades de laminina puede influir no sélo
en la interaccion con los receptores celulares, sino también en la interacciéon con
otras moléculas de matriz extracelular y, por lo tanto, en la arquitectura de la
membrana basal.

La laminina tiene una variedad de actividades biolégicas que incluyen la
promocién del crecimiento, union celular, polarizacion del epitelio renal durante el
desarrollo, diferenciaciéon de las células endoteliales en estructuras capilares,
tiene, ademas, un efecto inductivo en la expresion de genes especificos como la
beta-caseina en el epitelio mamario (133).

En las ldminas basales la laminina se une a la triple hélice de la colagena tipo IV a
través de varias regiones diferentes, por otra parte, un sitio de unién a heparan
sulfato y la heparina se encuentran en el dominio globular de la cadena A y sitios
débiles de union en los brazos cortos. La laminina tiene una gran tendencia a
formar complejos con la entactina (133).

TENACINAS.

Las tenacinas constituyen una familia de proteinas multiméricas de matriz
extracelular conformadas por moddulos estructurales repetidos que incluyen
repeticiones de setena, de fibronectina tipo Ill , de un fragmento similar al factor de
crecimiento epidérmico y de un dominio globular compartido con los fibrindbgenos.
A la fecha se han descrito tres miembros de esta familia: la tenacina-C, tenacina-R
y tenacina-X (133).

PROTEOGLICANOS.

Los proteoglicanos representan un conjunto de proteinas cuyo rasgo estructural
comun es que todos ellos estan conformados por una proteina central,
generalmente rica en residuos de serina y treonina, a la cual se unen una o
multiples cadenas lineales de carbohidratos conocidos como glucosaminoglicanos.
La heterogeneidad de este grupo de macromoléculas radica principalmente en la
gran diversidad de las proteinas que forman su parte central, asi como los tipos,
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namero y grado de sulfatacion de las cadenas laterales de glucosaminoglicanos
que se unen a ella (133).

Las cadenas de glucosaminoglicanos son lineales sin ramificaciones vy
generalmente forman una estructura dimérica repetida, por sus caracteristicas
estructurales los proteoglicanos son aniénicos. Estan representados por: heparina,
heparan-sulfato, condroitin-sulfato, dermatan-sulfato, keratan-sulfato y el acido
hialurénico; aunque también se conocen proteoglicanos grandes como el agrecan
y el versican. Estas moléculas poseen propiedades adhesivas y antiadhesivas
(133).

ENTACTINA.

La entactina es una glucoproteina sulfatada que forma un complejo muy estable
con la laminina. Al ser observada con el microscopio electrénico, muestra una
estructura asimétrica caracteristica, con dos extremos globulares de una masa
estimada de 38 a 85 kDa separados por un tronco de 17 nm. La entactina contiene
5 a 13% de carbohidratos en la forma de N- y O-oligosacaridos y est4 O-sulfatada
en residuos de tirosina, que se ha sugerido podrian estar involucrados en la
interaccién proteina-proteina (133).

El examen de las membranas basales con microscopia electrénica revela que
estdn compuestas de una red tridimensional que consiste en filamentos de
colagena tipo IV, a la cual se unen laminina, entactina y heparan-sulfato. La
entactina forma un complejo no covalente fuertemente ligado a la laminina,
ademas, la entactina se une con una afinidad menor a la fibronectina y la colagena
tipo 1V (133).

3.8 DEGRADACION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR.

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son las principales enzimas responsables
de la degradacion de la matriz extracelular y desempefian un papel central en
diversos procesos fisiol6gicos como la morfogénesis, angiogenésis e inflamacién
(133).

Las MMP se pueden clasificar en diferentes subfamilias que incluyen a las
colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y las metaloproteinasas “tipo membrana”
(Cuadro 5).

Las colagenasas rompen la region triple helicoidal de las colagenas intersticiales y
a la fecha se han clonado tres de sus miembros: MMP-1, MMP-8 y MMP-13 (133).
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La subfamilia de las gelatinasas degradan colagena tipo 1V, principal constituyente
de las membranas basales, fibronectina y elastina, a la fecha se han caracterizado
dos, la gelatinasa Ay B (133).

La subfamilia de estromelisinas tiene una amplia especificidad de sustratos que
incluye a la parte proteica de los proteoglicanos, a la fibronectina y laminina. Se
han clasificado la estromelisina 1, 2, 3, matrilisina y la metaloelastasa (133).

Las recientemente descubiertas metaloproteinasas de membrana se caracterizan

por la presencia de un dominio transmembranal que es una extension rica en
residuos hidrofébicos (133).

Cuadro 5. Familia de las Metaloproteinasas.

Colagenasas

Colagenasa de fibroblastos (MMP-1)
Colagenasa de polimorfonucleares (MMP-8)
Colagenasa 3 (MMP-13)
Gelatinasas

Gelatinasa A (MMP-2)

Gelatinasa B (MMP-9)
Estromelisinas

Estromelisinas 1 (MMP-3)
Estromelisinas 2 (MMP-10)
Estromelisinas 3 (MMP-11)
Metaloelastasa (MMP-12)
Matrilisina (MMP-7)
Metaloproteinasas de membrana
MT-MMP-1

MT-MMP-2

MT-MMP-3

MT-MMP-4

MT-MMP-5

MT-MMP-6

La cantidad de MET depositada en el rifion depende del balance entre su sintesis
y degradacion.

Las ERO juegan un papel central en la disminucion de la degradacion de matriz
extracelular, las altas concentraciones de glucosa y TFGp-1 inducen la inhibicion
dos grandes sistemas de proteasas involucrados en la degradacion de matriz
extracelular (134), el activador del plasminogeno (PA) y sus inhibidores (PAI-1) y
el sistema de metaloproteinasas (MMP) y sus inhibidores tisulares (TIMP).
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La activacion del plasminogeno a plasmina es el evento clave de la fibrinolisis. La
plasmina (PI) es una proteasa de serina involucrada en la disolucion de coagulos
sanguineos (fibrinolisis intravascular, fig 2); mas aun, Pl juega un papel clave en
otras cascadas de activacién, como la activacion de las metaloproteinasas de
matriz, las cuales estan implicadas en la remodelacion tisular, angiogénesis,
embriogénesis, metastasis, asi como la invasion celular de tumores y patdégenos
(proteolisis pericelular, fig 2) (135).

Endothelial cells

[ ey e

Pro-uPA
sct-PA uPAR
Plasmin PAI-1 STK -
\ e ¥y Plasmin I__r%tgr_qﬁ
WA l LG { Active
\ ; S A TGF-p

e TR «
YN _
' A 7

Plasminogen Plasmin

— Pro-MMPs

/ TN MMPs

\ R

N A
arminin e .
bl Fibrin split
Fibrin(ogen} Clot dissolution p'm’g[‘img :

Fibronectin Pericellular proteclysis

ECM degradation

B .
' Fibrin clot ‘ Endothelial cells

e . —

—-\ ———

Fibroblast ~_ Jx\\
r-&-f"‘——u.,__\ " Collagen

Fig 2. Activacion del Plasmindgeno. Abreviaciones. o2-AP = a2-antiplasmina,
a2-M= a2-macroglobulina; ECM= matriz extracelular, PAI-1= inhibidor activado
por plasminégeno tipo-1; PgR= receptor del plasmindgeno; Pro-MMPs= pro-
metaloproteinasas de matriz; Pro-uPA/tcuPA= activador de plasminégeno pro-
urocinasa cadena sencilla/doble; SAK= estafilocinasa; sct-PA/tct-PA= activador
plasmindgeno tisular cadena sencilla /doble; STK= streptocinasa; TGF-B= factor
de crecimiento transformante f; TIMPs= inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas; UPAR= receptor de urocinasa.
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TFGB-1 incrementa la sintesis de PAI-1, PAI-1 inhibe en células mesangiales al
activador tisular del plasmindgeno (tPA), disminuyendo la sintesis de plasmina,
con lo cual disminuye la degradacion de la matriz extracelular (fig 3).

La plasmina no solo degrada algunas proteinas de matriz como la fibronectina,

laminina, proteoglicanos y colagena tipo IV (136), sino que también activa a las
pro-MMP (137,138).
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3.9 CAMBIOS MORFOLOGICOS.

Desde las fases muy tempranas en la ND se pueden apreciar cambios en la
apariencia microscopica del rifidn. Estos riiones muestran un aumento de tamafio
aun en ausencia de manifestaciones clinicas. Esta hipertrofia e hiperplasia
conducen a un aumento en el volumen renal de 20 a 40%.

Las superficies de estos riflones permanecen lisas, aunque en casos de
enfermedad terminal es comudn observar granularidad e irregularidad, tipica de los
riflones en fase terminal. Cuando existe un mal control metabdlico de la DM, se
pueden observar lesiones Arman-Elbstein que se detectan en las partes rectas de
los tubulos (6).

En etapas tempranas de la ND las alteraciones estructurales en la matriz
mesangial, la  hipertrofia de elementos glomerulares, tubulo-epiteliales, el
engrosamiento de la membrana basal glomerular (MBG) y de la membrana basal
tubular (MBT) asi como el aumento de matriz extracelular, primordialmente en el
mesangio son las responsables de la expresion de funcional del dafio de la ND,
hecho que se correlaciona cuando se estudia a los rifiones desde el punto de vista
histomorfométrico contra la expansion de la matriz extracelular con la disminucion
del &rea de filtracion (6,9).

La expansion de la matriz mesangial es caracteristica de la ND y se presenta poco
tiempo antes del engrosamiento de la membrana basal. Su progresién se
correlaciona con el desarrollo de la nefropatia. EI mesangio aumenta de un 5% a
méas del 30% de su volumen, con la consecuente disminucion del area de
filtracion. Este aumento es secundario a un exceso de componentes estructurales
normales del mesangio, que incluye la colagena tipo IV, la V, la laminina y la
fibronectina (6).

La fibrosis es un hallazgo comdn y la extension de ésta se correlaciona con la
progresiva disminucion del filtrado glomerular. En la lesion, la colagena tipo Il se
ha detectado experimentalmente después de 6 a 9 meses de hiperglucemia
persistente (6).

En la DM experimental, se ha demostrado un aumento del RNAm que codifica la
cadena ol de la colagena tipo IV, la laminina B-1 y B-2 y la colagena intersticial
tipo 1y Il (6).

Los proteoglicanos son macromoléculas que constituyen la matriz extracelular
compuesta de cadenas de glucosaminoglicanos unidas a proteinas. Estas
mantienen la unidad e integridad de la membrana basal por su interaccion con
glucoproteinas tales como la laminina, la fibronectina y colagena tipo IV. Se ha
propuesto que la cantidad y la calidad de alteraciones en su interaccion con los
demas constituyentes de la MBG determinan las alteraciones funcionales.
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La hiperglucemia influye sobre factores de crecimiento renal, estimulando la
biosintesis de colagena y otras moléculas de matriz extracelular (6).

El engrosamiento de la MBG es una caracteristica inespecifica pero constante de
la enfermedad que se puede detectar después de 2 a 5 afios de evolucion de la
DM. Dicho engrosamiento tiende a aumentar con el transcurso de la enfermedad y
puede alcanzar una dimension 10 veces superior a lo normal. El grado maximo de
engrosamiento se observa ante presencia de lesiones nodulares. Los estudios de
microscopia electronica confirman que las lesiones nodulares y la esclerosis
glomerular difusa representan un incremento de la matriz mesangial (6,9).

En fases tempranas las células epiteliales se observan bien conservadas, pero
conforme transcurre el padecimiento presentan borramiento de podocitos, hallazgo
tipico de enfermedades renales que cursan con proteinuria. Ademas de esta
fusion de podocitos, las células epiteliales pueden experimentar un proceso de
degeneracion y desprenderse de la MBG subyacente originando zonas
desprovistas de revestimiento celular epitelial (9).

3.10 LESIONES PROVOCADAS POR LA ND.

Los tipos de lesion terminal en la ND son:

* Esclerosis intercapilar nodular. También conocida como nefropatia de
Kimmelstiel- Wilson, la lesion caracteristica es en el n6dulo, que se describe como
una estructura oval diferente en tamafio y cantidad. En un glomérulo se pueden
encontrar 1 o varios nddulos y otros glomérulos presentarse libres de alteraciones.
Estas lesiones se desarrollan en la periferia de los glomérulos, alejados del hilio.
Su ubicacién ultraestructural se sitia a nivel del mesangio. Cuando se tifien con la
técnica de PAS son de aspecto homogéneo y adquieren un caracter mas laminado
a medida que aumentan de tamafio y que transcurre el tiempo (10).

Los capilares de los glomérulos afectados estan dilatados e incluso presentan
microaneurisma. El didmetro glomerular tiende a permanecer relativamente normal
a pesar de la presencia de lesiones nodulares avanzadas.

Existen algunos patrones histolégicos con los que debe hacerse diagndéstico
diferencial: la forma lobular de la glomerulonefritis membrano-proliferativa tipo Il,
las lesiones secundarias a la paraproteinemia por cadenas ligeras tipo kappa de
tipo nodular y las lesiones secundarias a amiloidosis que presentan patron de tipo
nodular difuso, que con apropiadas tinciones y microscopia electronica pueden
diferenciarse de las lesiones secundarias a diabetes (10).
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* Esclerosis intercapilar difusa. Es mas frecuente que la forma nodular. Se
observa un patron difuso que representa un rango de expansién en el area
mesangial con grado minimo o marcado, por lo que estas alteraciones per se
pueden obturar la luz capilar.

Las lesiones difusa y nodular pueden presentar similar localizaciéon en el
mesangio y la morfogénesis de ambas lesiones generalmente es considerada
como dependiente de la excesiva acumulacion de material de la matriz, el cual
anicamente difiere en lo que respecta a su distribucion. Ademas, varias tinciones
histologicas son similares para la lesion difusa y para la nodular y ambas
expansiones son eosindfilas y positivas para PAS. Esta lesion puede confundirse
con las lesiones observadas en el envejecimiento y la hipertension arterial y otros
padecimientos como la amiloidosis con lesion escleroética difusa. El engrosamiento
de la pared capilar puede semejar la lesion de la glomerulonefritis membranosa
idiopatica (10).

* Lesion capsular en gota. Esta lesion se detecta en el sitio parietal de la capsula
de Bowman y se localiza entre la MBG vy las células epiteliales. Morfolégicamente
es una forma irregular de excrecencia de tamano variable, que se tifie
intensamente, eosindéfila con hematoxilina / eosina (10).

* Lesion con casquete de fibrina. Es algo mas frecuente que la lesion de la capsula
en gota y patolégicamente similar a ella en su aspecto general. Sin embargo, la
lesion con casquete de fibrina tiene lugar en el interior de un capilar glomerular, en
donde por lo general es relativamente regular en su contorno y se adopta a las
paredes del capilar. Esta lesion dista de ser especifica de la DM y ha sido
observada en varias glomerulopatias como la  glomerulonefritis local vy
segmentaria y la nefritis asociada con el lupus eritromatoso sistémico. Se ha
detectado también en enfermedades vasculares renales, incluyendo la
aterosclerosis y en enfermedades tabulo intersticiales cronicas (10).

* Lesion tubulointersticial. Los tubulos renales se atrofian y a menudo tienen
engrosamiento de sus membranas basales, con diferentes grados de
anormalidades intersticiales como células mononucleares y polimorfonucleares,
ademas de los procesos de cicatrizacion del rifidn diabético terminal.

Esta infiltracion de células inflamatorias se acompafia de un grado creciente de
fibrosis intersticial que aumenta si existe enfermedad de vasos sanguineos de
mayor tamafio de manera concomitante (10).

La funcion renal y las anormalidades estructurales en animales con diabetes
espontanea semeja en muchos aspectos a la nefropatia diabética en humanos; la
expansion mesangial y el engrosamiento de la membrana basal glomerular, dos
de los marcadores estructurales de la glomerulopatia diabética en humanos son
las lesiones mas frecuentes encontradas en animales experimentales (cuadro 6)
(139,140).
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Cuadro 6.Cambios estructurales y funcionales en ratas con diabetes inducida con

STZ.

Alteraciones renales
hemodinamicas

Cambios glomerulares
estructurales

Cambios estructurales
tubulares

Alteraciones glomerulares
tempranas:

Hiperfiltracion

Incremento en el flujo
sanguineo glomerular

Lesiones glomerulares
tempranas:
Hipertrofia glomerular

Alteraciones glomerulares
tardias:

Incremento en la
permeabilidad de la MBG
Disminucion en la
filtracion glomerular

Lesiones
tardias:

Engrosamiento de la MBG
Expansion de la matriz
mesangial

glomerulares

Hipertrofia tubular

Lesién Arman-Ebstein
Engrosamiento de la MBG
Fibrosis Tubulointersticial

Ademas, de una forma nodular de expansiébn mesangial que se parece pero no es
idéntica a la glomerulosclerosis nodular humana o la lesién Kimmelstiel-Wilson
han sido observadas en algunos modelos animales. Otras anormalidades, como
las lesiones hialinas y hialinosis arteriolar, solo han sido notadas ocasionalmente
en otros modelos (cuadro 7) (139).
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Cuadro 7. Lesiones renales en roedores con diabetes espontanea.

TIPO DE LESION ER EMD LN LH HA EMBG GSF OBSERVACIONES
Hipoinsulinemia
Ttasa de filtracién glomerular
. + - - - - + - y flujo sanguineo renal.
Rata: BB Albuminuria
Proteinuria, depoésitos de IgG
Ratén: NOD - - - - - + - e IgA en el mesangio.
+ + - - - + - Depdsitos de glucdgeno en
Hamster chino diversas éareas.
Hiperinsulinemia
Proteinuria, atrofia tubular,
Ratas: Cohen + + - + - + - dilatacién cistica.
Obesa SHR Proteinuria, uremia,
+ + - - - + - Tcelularidad, depésitos de
colagena.
Wistar fatty Albuminuria, tasa de
+ + - - - + - filtracién glomerular,
hipertrofia glomerular.
SRH/N-Cp Proteinuria, hipertrofia
+ + + - + - + glomerular, T de células
mesangiales.
Ratdn: ob/ob Depositos de material hialino
- + - - - - - en las paredes de los
capilares.
db/db 1 tasa de filtracién glomerular,
T de células mesangiales,
+ + - + - + - depdsitos de colagena en el
glomérulo y complejos
inmunes en el mesangio.
KK Proteinuria, yglobulina en
+ + + + - + - capilares, mesangio y paredes
capilares.
KKAy - - - - - - Infrecuentes nédulos.
NZO + + + - + - Depésitos en el mesangio,
inflamacidn arteriolar.
Roedores
desérticos
Rata de arena - - - - - - - Vacuolacién en tibulos.
Ratdon espinoso Depoésitos de colagena en el
- - - - - + mesangio y de glucégeno en
células tubulares.
Tuco tuco - + - - + + - Engrosamiento hialino en
arteriolas eferentes
Intolerancia a la
glucosa
Rata: BHE - - - - - - Hiperplasia tubular y dilatacion
Zucker + - - - - + Albuminuria
Ratdén: NON - - - - - + - Proteinuria, depdésitos de

material PAS-positivo en
células endoteliales y
capilares.

Abreviaciones: ER, ensanchamiento renal; EMD, expansion mesangial difusa; LN, lesiones
nodulares; LH, lesiones hialinas; HA, hialinosis arteriolar; EMBG, engrosamiento de le membrana
basal glomerular; GSF, glomerulosis segmental focal; + presente, - ausente.
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4. ALTERACIONES EN EL RINON DE RATAS CON DIABETES INDUCIDA.

Estudios iniciales realizados por Hostetter y colaboradores, en ratas adultas
Wistar-Munich inyectadas con una dosis i.v de 60mg/kg de STZ, fueron
estudiadas por micropuntura glomerular de 2 a 15 semanas después de iniciada la
diabetes. Estos estudios demuestran que la hiperglucemia moderada incrementa
la tasa de filtracion glomerular (TFG); las ratas que no recibieron insulina
presentaron perdida de peso y una marcada diuresis osmatica. La elevacién en la
TFG se reporto como un mediador del incremento en el flujo sanguineo glomerular
(Qa) y una elevacion en la presion capilar glomerular (Pcg).

Ellos encuentran que el volumen plasmatico juega un papel muy importante en las
alteraciones hemodinamicas glomerulares en ratas diabéticas; aunque, las
medidas absolutas del volumen sanguineo no fueron diferentes en los grupos de
ratas estudiadas. La discrepancia hallada en los niveles de TFG en el grupo con
hiperglucemia severa al compararlo con el grupo de hiperglucemia moderada
puede ser considerado analogo a la situacion clinica presentada en pacientes con
diabetes severa, diabetes no controlada (cetoacidosis o coma hiperglucemico no
ceténico). En otras palabras, la TFG esta elevada en la primera fase de la
enfermedad en pacientes con diabetes tipo | con moderada hiperglucemia o
tratados con insulina (141).

Warram y colaboradores, evidenciaron las relaciones existentes entre la
hiperglucemia y la progresién de microalbuminuria a proteinuria en individuos con
diabetes tipo 1 y microalbuminuria. A estos pacientes se les realizaron durante 4
afos valoraciones repetidas en la excrecion de albumina urinaria. Encontraron
que la tasa de incidencia de progresion de microalbuminuria a proteinuria fue de
4.1/100 personas cada afo. Concluyendo que los pacientes con microalbuminuria
tienen riesgo de progresion a proteinuria que puede ser mejorada con un control
en los niveles de glucosa, sélo sila HBA;:. se mantiene por debajo de 8.5% (142).

El incremento en los metabolitos de oxido nitrico en la orina de ratas diabéticas
ha sido descrito (143) La inhibicion de oxido nitrico intrarenal con analogos de L-
arginina incrementa la resistencia arteriolar y disminuye el coeficiente hidraulico
de ultrafiltracion capilar glomerular (144).

Sin embargo el factor mas estudiado para entender las alteraciones renales
hemodinamicas en ratas con diabetes inducida con STZ es la angiotensina Il (All).
Un estudio demostré que las enzimas convertidoras de Angitensina (ACE)
aumenta en las células endoteliales glomerulares de ratas diabéticas (145),
sugiriendo un incremento local en la produccion de All.

Los datos obtenidos a partir de los niveles de expresion de los genes de renina
angiotensina en el rifién de ratas con diabetes experimental son divergentes. En
primera instancia, Correa-Rotter y colaboradores, encontraron que los niveles de
expresion de la proteina renal renina y el RNAmM no son diferentes entre ratas
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diabéticas y ratas normales; aunque, el angiotensinogeno renal y del higado y los
niveles de RNAm fueron bajos en el grupo diabético (146).

Kalinyak y colaboradores, confirman que no hay diferencias significativas en los
niveles de RNAm y renina renal detectados en ratas 2 semanas después de la
induccion de diabetes comparados con los grupos controles, encontrando solo
diferencias en los niveles del transcrito del angiotensinogeno renal (147).

Jaffa y colaboradores, reportaron una disminucion del 50% en los niveles renales
del RNAm de renina 3 semanas después en ratas con diabetes inducida
comparadas con las controles (148). En contraste, Anderson y colaboradores,
encontraron un pequefio incremento en el contenido renal de renina y la expresion
del angiotensinogeno 6 a 8 semanas después de la induccion de la diabetes en
ratas. Este grupo solo reporto sensibilidad a la administracion intrarenal de All
(145).

Algunos investigadores han evaluado el sistema renina angiotensina (SRA) en
otros modelos animales de diabetes mellitus. Una respuesta basica fue reportada
en ratas adultas BB con diabetes espontanea, con un incremento inicial en renina
y el contenido de RNAmM a los 2 meses de la induccion de diabetes y su
disminucién subsecuente después de 12 meses (149). En ratas obesas Zucker,
un modelo de diabetes no dependiente de insulina (tipo 1l), la actividad de renina
plasmatica disminuye a las 10-24 semanas comparadas con las controles.

A nivel ultraestructural, es evidente una marcada reduccion en el contenido de
heparan sulfato polianionico (HSPG) que puede causar un defecto en la carga-
selectividad (150). En el ratdbn Kkay con diabetes espontanea los niveles de
RNAmM del HSPG no estan alterados en la corteza renal (151), al aislar los
glomérulos de ratas con diabetes inducida con STZ los niveles de RNAmM
disminuyen después de 4 semanas de diabetes y se incrementan con el tiempo
excediendo los niveles de las ratas controles a las 24 semanas (152).

Pagtalunan y colaboradores, demostraron la perdida y fusién de podocitos
(células epiteliales viscerales glomerulares) en indios Pima con diabetes tipo Il y
nefropatia. EI borramiento del proceso de los podocitos fue asociado con una
reduccion en el nimero de podocitos por glomérulo y un incremento en el area de
superficie destinada a los podocitos (153).

Osterby y colaboradores, ademas demuestran una peculiar herida epitelial
glomerular en ratas con diabetes inducida con aloxana. Un incremento en el
namero de estructuras lisosomales fue encontrado, particularmente en las células
glomerulares epiteliales en ratas con diabetes inducida con STZ a largo plazo
(154).

Las bases bioquimicas y ultraestructurales del engrosamiento de la MBG y el

incremento en la permeabilidad de las macromoléculas a través de la barrera de
filtracion de la pared capilar glomerular estan parcialmente entendidas.
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Una heterogénea poblaciéon de proteinas colagenas y no colagenas han sido
identificadas en la MBG.

Hirose y colaboradores, demostraron el progresivo aumento de la MGB en ratas
diabéticas no tratadas durante 18 meses (155). Similares resultados fueron
encontrados en ratas diabéticas con hiperglucemia moderada después de 6
meses de diabetes (156).

Brees y colaboradores, no encontraron cambios en el contenido de colagena tipo
IV y nidogen/entactina pero si un incremento en laminina y fibronectina en
extractos de MBG en ratas después de 3 meses de la induccion de diabetes
(157).

Alteraciones sitio-especificas en la composicién de la MBG han sido descritas en
ratas con diabetes inducida con STZ. La técnica de inmunocitoquimica acoplada
a proteinas de oro ha revelado un relativo incremento en la intensidad de union de
las cadenas al, a2,y a3, pero no de a4 de la colagena tipo IV. En riflones de
pacientes con diabetes, un relativo decremento en la densidad subendotelial de
al y a2, con cambios similares en a3 y o4, han sido encontrados por
inmunofluorescencia (158).

La histopatologia tubular puede variar en los animales con diabetes inducida con
STZ con diferentes antecedentes genéticos. Por ejemplo, Honjo y colaboradores
demuestran que aunque el ratbn DBA/2N y el ratdbn CD-1 manifiestan lesiones
tubulares corticales distales después de 4 y 12 semanas de diabetes, las
caracteristicas de estos cambios son diferentes. Mientras las células tubulares
distales del ratbn DBA/2N muestra inclusiones PAS positivas, el ratbn CD-1
desarrolla deformacion en las células epiteliales y dilatacion luminal en sus
tubulos distales, las lesiones Arman-Ebstein fueron raramente encontrados (159).

En ratas con diabetes inducida con STZ, la hipertrofia renal puede ser detectada
un dia después de la induccién de la diabetes. El primer signo de hipertrofia renal
es el incremento en el contenido total de RNA en los extractos de rifidn después
de un dia de diabetes (160).

La hipertrofia renal es paralela al incremento en el contenido de proteinas del
rinon. El riidn incrementa su peso de 15 a 20% 3 dias después de la
administracion de la STZ y de 70 a 90% después de 6 semanas. Este
alargamiento tubuloepitelial ocurre con hipertrofia o nefromegalia en las ratas con
diabetes inducida con STZ (161). En un trabajo contradictorio, Mayhew vy
colaboradores, encontraron que las ratas con diabetes inducida con STZ no
tratadas con insulina tienen un volumen tubular normal después de 16 semanas
de diabetes (162).
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En el estudio de Rasch, el examen histolégico mediante microscopia de luz y
microscopia electronica; muestra que las células epiteliales de los tubulos
proximales de ratas hembras de la cepa Wistar con diabetes inducida por STZ
presentan una apariencia normal vy las células con cambios patolégicos solo se
presentan en los tubulos distales, especialmente en la corteza y en bandas en la
medula. Estas células ademas muestran granulos de glucégeno positivos a la
reaccion de PAS en el citoplasma y una disminucion de lisosomas, vacuolas
endociticas y membrana celular basal (163).

Zador y colaboradores, en otro trabajo, demostraron un incremento significativo
en el peso del rindn y abundancia de glucosilceramida y del gangliosido GM3
después de 16 dias de iniciada la diabetes en ratas machos, sugiriendo un papel
de acumulacién de glucoesfingolipidos durante la hipertrofia renal en estos
animales (164).

Las anormalidades estructurales de la membrana basal tubular en la diabetes
pueden ser convenientemente divididas en 2 fases. En la primera fase de la
enfermedad, aparece un extremo incremento en la masa membranal,
acompafiado de hipertrofia renal con anormalidades morfoldgicas; esto seguido
de un conspicuo engrosamiento después de transcurridas varias semanas.

El engrosamiento de la membrana basal tubular es una caracteristica estructural
discreta de la enfermedad renal en ratas con diabetes inducida con STZ (165).
Estos cambios traen consigo una alterada sintesis de componentes clave de las
membranas basales.

Desjardins y colaboradores, demostraron un incremento en los niveles de las
cadenas al (IV), a2 (IV) y a3 (IV) en la membrana basal tubular, en la en MBG y
la capsula de Bowman de ratas macho de la cepa Sprague- Dawley con diabetes
inducida con STZ. En ratones con diabetes inducida con STZ, los autores
reportaron un incremento en los niveles de RNAm de fibronectina y la cadena al
(IV) de la colagena después de 6 a 9 dias de la induccion de la diabetes (166).

Las tasas de degradacion de las glucoproteinas de matriz pueden disminuir
durante la enfermedad renal (167) y esta puede contribuir con el incremento en la
acumulacion de matriz en avanzados estadios de la enfermedad. Estudios in vivo
de la MBG de ratas con diabetes inducida con STZ han mostrado que la tasa de
degradacion esta disminuida significativamente comparada con los animales
controles (168). Las actividades de varias enzimas corticales comprometidas en la
degradacion de la coldgena estdn ademdas disminuidas en animales
experimentales y pacientes con diabetes (169).

Otros estudios han reportado que los glomérulos aislados de ratas diabéticas

presentan una disminucion en la actividad de las proteasas, enfatizando en 2
clases generales de enzimas proteoliticas, las metaloproteasas y las catepsinas
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(170). Los tratamientos con insulina normalizan la actividad de la catepsina pero
disminuyen la actividad de las metaloproteasas (170).

Yamamoto y colaboradores, evaluaron la expresion de TGF- en humanos y ratas
con diabetes inducida con STZ y encontraron un incremento progresivo en la
expresion del factor de crecimiento transformante B (TGF-), RNAm y proteinas,
asi como fibronectina y proteoglicanos. Los glomérulos de humanos y ratas con
nefropatia diabética mostraron un aumento en las proteinas inmunoreactivas a
TGF-B, asi como depdsitos de una forma especial de fibronectina, donde la
acumulacion de matriz extracelular no fue un rasgo caracteristico. Concluyen que
el TGF-B es muy importante en la patogénesis de la nefropatia diabética (171).

Yoshida y colaboradores, analizan los efectos de altas concentraciones de glucosa
sobre el tejido glomerular después de la lesion aguda en células mesangiales en
rata. Inyectaron el anticuerpo monoclonal anti-thy-1 y ox-7 a ratas con diabetes
inducida con 65mg/kg i.v de STZ y a ratas sanas. El incremento en la proliferacion
de antigeno celular nuclear en las células del glomérulo el dia 4 y la
hipercelularidad el dia 18 fue mayor en las ratas diabéticas comparadas con las
sanas, en este modelo la glomeruloesclerosis fue observada el dia 60 en las ratas
diabéticas. Estos datos sugieren que la deficiencia de insulina puede verse
reflejada en el incremento de la matriz mesangial en condiciones de hiperglucemia
in vivo (172).

Chen y colaboradores, investigaron la distribucion celular de la integrina a3p1 en
los podocitos de pacientes con nefropatia diabética y en ratas con diabetes
inducida con 55 mg/kg de STZ. Se evaluaron los efectos de altas concentraciones
de glucosa en podocitos de rata en cultivo. Para ambos grupos se realizo la
deteccion de la subunidad a3 de la integrina por inmunofluorescencia. Los
resultados mostraron que el numero de particulas de oro y la impregnacion de la
subunidad a3 en podocitos fue mas débil en los pacientes con nefropatia diabética
comparada con los rifiones controles. La impregnacion de a3 en podocitos en las
ratas diabéticas mal controladas también era débil después de 1-3 meses de
hiperglucemia. Concluyen que la expresion de la integrina a3 en los podocitos fue
suprimida en humanos y ratas con diabetes, posiblemente debido a los efectos de
hiperglucemia, y que la supresion se vuelve mas severa con la duracion de la
diabetes (173).

Obineche y colaboradores, analizaron mediante microscopia de luz y microscopia
electronica los rifiones de ratas con diabetes inducida con 60mg/kg de peso STZ;
a las 4 semanas y 8 meses despueés de la induccion de la diabetes. Encontraron
una evidente hipertrofia renal, reportada como un incremento en el peso de los
riniones. Los rifiones diabéticos son dos veces mas grandes después de 4
semanas comparados con los controles después de 8 meses de la induccién.
Ademas reportan cambios morfologicos en la corteza renal y tubulos renales. En la
corteza reportan patologias como la tubulonecrosis, glomeruloesclerosis, asi como
pérdida de podocitos.
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5. DIABETES EXPERIMENTAL.

Los animales diabéticos pueden desarrollar enfermedad renal que asemeja a la
nefropatia diabética en humanos, sin embargo ningin modelo animal presenta
cambios renales idénticos a los que se observan en humanos. Los modelos
animales con diabetes espontanea pueden usarse para la investigacion de los
mecanismos mediante los cuales se desarrolla la nefropatia diabética y los efectos
de diversos tratamientos y modalidades en la progresion de la enfermedad renal.

5.1 INDUCCION DE LA DIABETES.

La diabetes puede ser producida experimentalmente por cirugia, infeccion viral y
la administracién de hormonas o de agentes quimicos (175-176).

5.2 MODELOS DE DIABETES ESPONTANEA.

La diabetes espontdnea en animales es relativamente comun. Desde 1851
Leblanc documenté el caso de diabetes espontanea en un mono. Posteriormente
se ha documentado la presencia ocasional de diabetes en gatos, perros, ardillas,
zorros, delfines, hipop6tamos, antilopes y animales de granja. La diabetes en la
mayoria de estos animales estd frecuentemente caracterizada por obesidad,
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. En el caso de animales no obesos las
caracteristicas son hipoinsulinemia, cetosis y dependencia a la insulina. La
enfermedad puede ser inducida en muchos animales, particularmente en roedores
de laboratorio, utilizando una variedad de agentes quimicos y otros procedimientos
experimentales (175, 176, 177,178). Los modelos genéticos que semejan a la
diabetes mellitus tipo 2 son producidos por la seleccibn de una mutacién
espontdnea o por ingenieria genética. Son muchos los ejemplos incluyendo el
raton db/db, el raton ob/ob, ratén kkk, raton NZO, rata fa/fa Zucker, y rata
diabética fa/fa Zucker. Muchos de estos modelos muestran varios grados de
glucemia, insulinemia y obesidad.

Los modelos genéticos de Diabetes tipo 1 incluyen el raton NOD y la rata diabética

BB. En el cuadro 8 se muestran algunas caracteristicas de animales con diabetes
espontanea.
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Cuadro 8. Modelos de diabetes espontanea.

Nombre Constitucion Insulina Tipo de Cetosis Celula
plasmatica diabetes
Rata BB (Bio- | delgada Muy baja tipo 1 ++++ Insulinitis. Necrosis de las
Breder) células B
Ratén NOD | delgado baja tipo 1 +++ Destruccion  autoinmune
(diabético no obeso) mediada por células T
Jcl:ICR
Hamster Chino | delgado normal o baja | tipo 1 + Degranulacion, ¥ en el
(Cricetulus griseus) namero de células B; con
cetosis: necrosis
Hamster Sudafrica | delgado ? tipo 1 ++ Hiperplasia e infiltracién
(Mysromys de glucégeno; con cetosis:
albicaudatus) necrosis
Perro Keeshond delgado baja tipo 1 +++ Ausencia de células B;
células B solitarias.
Ratén C57BL/ 6J|muy obeso |[Inicio muy | tipo 2 Inicio: degranulacion;
ob/ob alta, después — después: hiperplasia vy
normal. regranulacion.
Ratén  C57BL/KsJ | muy obeso | Inicio: alta, tipo 2 ocasional- | Inicio: degranulacion,
db/db después mente después: necrosis de
normal células B
Ratébn obeso de |obeso Alta tipo 2 — Inicio: Aumento de la
Nueva Zelanda insulina pancreatica.
(NZO)
Raton amarillo obeso Alta tipo 2 — Hipertrofia e hiperplasia
Ratén KK obesidad Alta tipo 2 — Hipertrofia e hiperplasia
moderada
Ratén amarillo-KK obesidad Alta tipo 2 — Hipertrofia e hiperplasia
moderada
Rata obesa de la|obesa Alta tipo 2 — Inicio: alargamiento de
cepa Zuker (fa/fa islotes; después: \2
Zuker) insulina pancreatica,
ndmero de células p.
Rata de arena obesa Alta tipo 2 ocasional- | Alargamiento  de los
(Psammomys mente islotes: degranulaciéon de
obesus) células fB; depositos de
glucégeno; con cetosis:
necrosis
Raton rapido??? obeso Alta tipo 2 ocasional- |Hipertrofia e hiperplasia
(Acomys cahirinus) mente masiva
Raton hibrido | obeso Alta tipo 2 — Hiperplasia, hipertrofia y
Wellesley (C3hf X 1) degranulacion de las
células B.
Hamster Djungarian | obeso Alta tipo 2 + Hipertorfia e hiperplasia
(Phodopus
sungorus)
Tuco-tuco muy obeso | ? tipo 2 ? — Hipertrofia
(Ctenomys talarum)
Simio negro | delgado Normal ? — Amiloide
(Macaca nigra)
Mono rehesus | obesidad Inicio:  alta, [tipo 2 — Alteraciones en la
(Macaca mulatta) central después: secrecion de insulina.
baja
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5.3 MODELOS DE DIABETES INDUCIDA.

5.3.1 INDUCCION QUIRURGICA.

Los primeros intentos de inducir la diabetes experimental se realizaron en perros a
través de la pancreatectomia parcial o total. Este procedimiento también fue el
primero que se utilizé para causar diabetes en ratas gestantes. Posteriormente
mediante la lesion selectiva de las células del nucleo ventromedial del hipotalamo
de ratas, se logré que éstas desarrollaran una diabetes experimental que semeja a
la tipo 2, presentando obesidad, hiperglucemia, hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina (175).

5.3.2 INDUCCION HORMONAL.

Las llamadas hormonas “anti-insulin@a” como la epinefrina, el glucagon, los
glucocorticoides y la hormona de crecimiento, tienen un efecto antagonico al de la
insulina. Cuando la epinefrina y el glucagébn se encuentran en cantidades
elevadas, ya sea por la presencia de tumores o por la respuesta al estrés, se
reduce la tolerancia a la glucosa y se presenta la hiperglucemia. La epinefrina y el
glucagén administrados en altas dosis a animales, tienen el mismo efecto anti-
insulina que el que se presenta en humanos.

Incluso se ha reportado la presencia de hiperglucemia e hiperplasia de las células
beta del pancreas en animales a los que se les administré hidrocortisona o ACTH
(176,177).

5.3.3 INDUCCION VIRAL.

Los virus representan otro mecanismo de induccion de la diabetes, estan
asociados con el desarrollo de la diabetes tipo 1 en humanos y en animales.
Pueden destruir directamente a las células  por efecto citolitico propio del virus o
bien actuar indirectamente por una respuesta autoinmune iniciada y aumentada
por el virus. La presencia de diabetes en estos casos, se correlaciona con la
habilidad de las células  para mantener la duplicacion viral cuadro 9 (179).
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Cuadro 9. Virus que inducen el desarrollo de diabetes.

Virus Tipo Huésped Factores Caracteristicas
Genéticos
Encefalo- RNA raton + Producen degranulacién de
Mio-Carditis hamster + células B y necrosis.
(EMC)
Coxsackie B| RNA raton + Inflamacioén focal exdcrina con
primates no + lesiones necrotizantes;
humanos no alteraciones finas de células
humanos determinado sin necrosis.
Retrovirus RNA raton + Necrosis de islotes focal a
humanos no extensa.
determinado
Virus bovino | RNA ganado no Necrosis de células
determinado
Virus Kilham | DNA rata +
de la rata
Citomegalo- | DNA humanos no
virus determinado
Epstein-Barr | DNA humanos no
determinado
Varicela DNA humanos no
zoster determinado

5.3.4 INDUCCION QUIMICA.

Existen diferentes sustancias capaces de producir diabetes:

*Las sustancias que son téxicas para las células beta del pancreas que las
destruyen, produciendo un efecto citotoxico irreversible.
*Las que actian sobre las células beta del pancreas produciendo un efecto

citotoxico reversible.

*Las que aumentan los requerimientos enddgenos de insulina, debilitan al
pancreas y secundariamente producen diabetes Cuadro 10 (176, 177,178).

En general, los agentes quimicos de la primera categoria producen lesiones que
ocurren durante la destruccion de la célula p semejante a lo que ocurre con la
diabetes tipo 1. Estos agentes permiten estudiar a los modelos animales por
tiempos prolongados ya que producen lesiones practicamente a largo plazo.
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Cuadro 10. Agentes quimicos inductores de diabetes.

Agentes con efectos|Agentes con efecto
citotéxicos irreversibles | citotoxico reversible en|Otros agentes
en las células beta las células beta
Aloxana 6 aminonicotinamida Anticuerpos anti-insulina
Estreptozotocina L-asparginasa Somatostatina
Difenilthiocarbazina Azida Catecolaboradoresamina
Oxine-9- Cianida S
hidroxiquinolona Ciproheptamina Glucocorticoides
Vacor Acido dehidroascorbico |Glucagon

Fluorida

lodoacetato

Malonato

Tiazidas

2-deoxiglucosa

Mannoheptulosa

Los agentes quimicos mas utilizados en la induccion de diabetes por sus efectos
citotoxicos irreversibles en las células B son la aloxana y la estreptozotocina.

Ambos son citotoxinas B, que dependiendo de la dosis, pueden producir efectos
secundarios.

Aunque la aloxana fue el primer agente en ésta categoria, la estreptozotocina ha
demostrado ser mas efectiva y es el agente mas utilizado para producir diabetes
experimental. La estreptozotocina tiene una gran selectividad por la célula  (180),
y produce una menor mortalidad de los animales (181).

5.3.4.1 ALOXANA.

Formula, Vida Media y Accion.

La aloxana fue la primera sustancia quimica descrita con capacidad
diabetogénica. Aunque su mecanismo de accion alun no se conoce con exactitud,
existe evidencia de su afinidad por la membrana de las células B del pancreas
(175).

La aloxana, es un derivado del acido urico (2, 4, 5,6 tetraoxohexahydropyrimidina).
Su capacidad para destruir las células B del pancreas en forma selectiva fue
descrita por Dunn en 1946 durante sus estudios de nefrotoxicidad. Desde
entonces se ha utilizado para la induccion de diabetes permanente en animales de
laboratorio (182). (Figura 4).
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Figura 4
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La aloxana esta formada por anémeros o y B, es soluble en agua y ligeramente
acida en solucién. Cuando se encuentra en solucion a un pH 3 o menor, es
estable a temperatura ambiente. A pH 7, debe conservarse por abajo de 4°C para
prevenir que se convierta en acido aloxanico. Tiene una vida media de entre 1 a
2.8 min, después de la administracion intravenosa de 50 a 100 mg/kg (182).

El efecto diabetogénico de la aloxana es rapido, evidenciado por una hipoglucemia
aguda una hora posterior a la administracion seguida de una franca hiperglucemia
a las 48 horas (183).

La aloxana induce diabetes destruyendo las células B de los islotes pancreaticos.
Una caracteristica importante de la aloxana es que sus efectos diabetogénicos
pueden ser bloqueados tanto por azucares metabolizables como no
metabolizables (D-glucosa y 3-O-metil-D-glucosa). Se ha visto que este
mecanismo protector de los azucares es altamente estereo-especifico siendo
mayor para los anémeros a. También existe evidencia que sugiere que la aloxana
actla en un sitio de glucoreceptores responsable de la liberacion de insulina, que
es diferente del sitio de transporte.

El andbmero o de la D-glucosa que tiene mayor efecto protector que el anémero ,
es también un estimulo mas potente para la liberacion de insulina. Sin embargo el

andmero f es transportado mas rapidamente al interior de la célula (183, 184,185).
La dosis necesaria para inducir la diabetes varia dependiendo de la especie y la

edad del animal. Sin embargo se ha visto que las células B pancreéticas tienden a
recuperarse en numero y funcién a través del tiempo, lo que se ve reflejado en un
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aumento de los niveles sanguineos de insulina, los cuales en ratas practicamente
se normalizan a los 20 dias de induccion de la diabetes con aloxana (183,184).
Okamoto al estudiar el mecanismo de accién de la aloxana propuso un modelo en
el cual la fragmentacién del DNA nuclear de las células B era importante para la
induccion de la diabetes con acumulacién de radicales hidroxilo y superoxido
(186,187).

La alta toxicidad de la aloxana produce una elevada mortalidad en las ratas. Las
dosis bajas de aloxana para inducir diabetes experimental, ocasionan una
reduccion parcial de la masa de células B y produce un moderado estado de
deficiencia de insulina, sin cetosis y con resistencia a la insulina (183, 184, 185,
188, 189,190).

5.3.4.2 ESTREPTOZOTOCINA

Formula, Vida Media 'y Mecanismo de Accion.

La estreptozotocina (STZ) es un antibiético de amplio espectro producido por
Streptomyces achromogenes que ha sido ampliamente utilizado como agente
antitumoral y diabetogénico. Presenta una citotoxicidad especifica in vivo sobre las
células B del pancreas sin afectar otros tejidos. Es anéloga de la glucosa (2-deoxi-
2-[3 metil-3-nitrosourea] 1-D-glucopyranosa). Presenta una cadena de metil
nitrosurea unida a la posicién C2 de la D-glucosa (Figura 5).

Estd compuesta por isébmeros o y B con respecto a la glucosa. Es inestable a
temperatura ambiente, por lo que hay que mantenerla congelada. La STZ se
descompone rapidamente en solucidon acuosa a un pH neutro y su estabilidad
Optima se consigue a pH 4 (175, 182, 191,192).
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Figura 5
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La STZ tiene una vida media de 5 minutos y es eliminada de la circulacion en un
lapso de 4 a 6 horas. Se ha demostrado que su efecto es severo e irreversible. La
hiperglucemia que produce se considera como una forma especifica sin
cetogénesis ni elevacion de acidos grasos libres (175).

La STZ produce la degeneracion de los islotes de Langerhans. A dosis bajas,
puede ocasionar dafio en el DNA y provocar apoptosis de las células B del
pancreas, mientras que en dosis mayores la forma predominante de muerte
celular es la necrosis. Administrada in vivo a dosis de 40 mg/kg de peso por dia
durante 5 dias consecutivos causa apoptosis, mientras que a dosis Unica entre
100 y 200 mg/kg de peso provoca necrosis de las células (193, 194,195).

AUn no se sabe con exactitud cual es el mecanismo de accion de la STZ, aunque
se han propuesto varios y mas bien podria ser una combinacion de éstos. La STZ
se une a las membranas de las células B del pancreas. El reconocimiento de la
STZ se da por un receptor especifico en la superficie de las células B —mayor
afinidad por el andbmero o de la parte glucosamina—, el transportador de glucosa 2
(GLUT2). Se ha visto que las células que expresan transportador de glucosa 1
(GLUT1) pero no GLUTZ2, no se afectan por esta sustancia (196).

Una vez dentro de la célula, ocurren frecuentemente 3 fendmenos responsables
de la muerte de la célulap: (Figura 6).

1) Procesos de Metilacion.- El efecto deletereo de la estreptozotocina resulta de
la degeneracion altamente reactiva de iones carbonio (CHs") formados por la
descomposicion de la nitrosurea. Estos iones causan ruptura del DNA por
alquilacion de las bases de DNA en varias posiciones (29) originando activacion
de enzimas nucleares poli-sintetasa (ADP-ribosa) como parte del mecanismo
reparador celular. Como nucledtidos celulares particularmente el NAD™ son
utilizados como sustratos por enzimas nucleares ocurriendo asi una disminucién
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en NAD" dentro de los primeros 20 minutos. El brusco e irresistible agotamiento
de NAD"™ conduce a una interrupcion de la energia y metabolismo proteico
dependientes de NAD" llevan finalmente a la muerte celular. EI CH3" tiene la
capacidad de alquilar las bases del DNA, lo que produce la ruptura de sus puentes
en varias posiciones. Cuando el dafo es lo suficientemente severo para que el
DNA no pueda ser reparado, estas células inician el proceso de apoptosis
(193,194).

2) Formacion de Radicales libres. Se ha demostrado que el peréxido de hidrégeno
puede ser producido por los islotes del pancreas después de la exposicion a la
estreptozotocina tanto in vivo como in vitro (197,198). Estos radicales tienden a
fragmentar una considerable cantidad de DNA. La STZ inhibe a la superéxido-
dismutasa —que es un acarreador enddgeno de radicales libres— por lo que se ha
concluido que el estrés oxidativo tiene un papel importante en la citotoxicidad de
la STZ (193,197198).

3) Generacion de 6xido nitrico (ON). Se ha propuesto al éxido nitrico, dentro de las
sustancias que actian para mediar los efectos diabetogénicos de la
estreptozotocina. No queda claro el mecanismo preciso de la accion que conduce
a la generacion de oxido nitrico, sin embargo dicha produccion de 6xido nitrico
generada por estreptozotocina, parece estar involucrada en la citotoxicidad hacia
las células B (193, 194,197).

Recientemente, se ha propuesto una hipétesis que intenta explicar el mecanismo
de accidén de la estreptozotocina, a través de la produccion de superéxido que
genera superoxinitritos. Estos a su vez, se disocian en 0xido nitrico y radicales de
hidroxilo que conducen a dafar el DNA de la célula  produciendo apoptosis (199).
Cualquiera que sea el mecanismo, el DNA nuclear y mitocondrial son reparados
utilizando la poli-sintetasa (ADP-ribosa) nuclear. La actividad de esta enzima se
incrementa de manera importante dentro de los 10 minutos después de la
inyeccion de la estreptozotocina. Esta enzima utiliza como sustrato a NAD la cual
disminuye notablemente dentro de los 20 minutos después de la inyeccion, con
ello se producen unidades de ADP-ribosa, necesarias para reparar el DNA (200).
Después de multiples inyecciones de estreptozotocina a dosis bajas, se produce
una degeneracion de islotes por accion citotoxica directa, lo cual inicia la
respuesta inflamatoria con migracibn de las células mononucleares y la
transformaciéon a macréfagos (201). Dichas células fagocitan a las células f,
liberando mediadores quimicos celulares e infiltracion de linfocitos (202,203).

Diversos mecanismos han sido postulados para explicar porque ocurren estos
efectos letales selectivos sobre las células 8, que incluyen; la elevada afinidad de
la estreptozotocina sobre la membrana de la célula B; la presencia de grupos SH-
con sensibilidad especial a las interacciones oxidativas; la baja capacidad de las
células B para deshacerse de radicales libres y por ultimo, una disminucion en la
relacion NAD" /DNA en islotes, comparada con la de otros tejidos. Figura 6.
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Figura 6. Posible mecanismo de accion de la estreptozotocina (STZ) en la célula p.
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La diabetes provoca alteraciones estructurales y funcionales en el rifibn que
modifican la superficie de filtracibn con un progresivo deterioro de la funcion renal
y un aumento en la tasa de filtracion (hiperfiltracion), y pérdida de permeabilidad
macromolecular selectiva en los capilares glomerulares. Se ha propuesto que en
este proceso, las alteraciones en la expresion de moléculas de matriz extracelular
como la colagena tipo IV, fibronectina y lamina juegan un papel muy importante
gue debera ser analizado en relacion al tiempo de evolucion de la diabetes, al
dafio estructural del riidn y a la pérdida de la funcién renal.
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7. HIPOTESIS.

La diabetes alterara la estructura renal y la distribucion y cantidad de moléculas de
matriz extracelular provocando un incremento en la produccion de colagena tipo
IV, laminina AB-1 y fibronectina que contribuird al deterioro progresivo de la
funcién renal.
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8. OBJETIVOS.

8.1 OBJETIVOS GENERALES.

1) Determinar el efecto de la diabetes sobre la distribucion y cantidad de
fibronectina, laminina AB-1 y colagena tipo IV, en el rifién de rata analizado en los
dias 30,60y 90.

2) Correlacionar los cambios en la produccion de fibronectina, laminina AB-1 y
colagena tipo 1V, con los cambios macroscopicos y estructurales del rifién a los 30,
60 y 90 dias.

8.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

1) Determinar los cambios macroscopicos del rifion de las ratas diabéticas,
comparando peso y tamarfio con el de las controles.

2) Correlacionar los niveles de glucosa, HbA;., cetonuria, glucosuria, creatininay
acido urico con los dafios estructurales en el rifion de rata diabética.

3) Determinar la relacion entre las alteraciones de la produccion de fibronectina
laminina AB-1 y colagena tipo IV, con los cambios macroscopicos y estructurales
del rifidén de ratas diabéticas.
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9. MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron 85 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley con un peso entre los
200-300g, se mantuvieron en condiciones controladas de bioterio con temperatura
controlada entre los 22-25 °C, y alternancia de luz oscuridad 12/12, con acceso a
alimento y agua ad libitum.

Las ratas se dividieron aleatoriamente en 6 grupos:

Grupo El: Constituido por 19 ratas a las que se les administré una dosis Unica de
50 mg/kg de peso de STZ en amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 4.3 por via
intraperitoneal. Se consideraron diabéticas aquellas cuyos niveles de glucosa
fueron > 200 mg/dl 48 horas después de la administracion de STZ.

Grupo CI: Constituido por 9 ratas a las que se les administré una dosis Unica de
amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 4.3 por via intraperitoneal de acuerdo a su
peso corporal.

Grupo Ell: Constituido por 17 ratas a las que se les administré una dosis Unica de
50 mg/kg de peso de STZ en amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 4.3 por via
intraperitoneal. Se consideraron diabéticas aquellas cuyos niveles de glucosa
fueron > 200 mg/dl 48 horas después de la administracion de STZ.

Grupo CIl: Constituido por 9 ratas a las que se les administré una dosis Unica de
amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 4.3 por via intraperitoneal de acuerdo a su
peso corporal.

Grupo Elll: Constituido por 21 ratas a las que se les administré una dosis Unica de
50 mg/kg de peso de STZ en amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 4.3 por via
intraperitoneal. Se consideraron diabéticas aquellas cuyos niveles de glucosa
fueron > 200 mg/dl 48 horas después de la administracion de STZ.

Grupo CIlI: Constituido por 10 ratas a las que se les administré una dosis Unica de
amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 4.3 por via intraperitoneal de acuerdo a su
peso corporal.

Entre las 8-10 a.m todas las ratas se pesaron y se les realizaron las siguientes
determinaciones una vez por semana:

*Glucosa sanguinea tomada de la vena caudal (la determinacion se realiz6 con
glucometro Elite Bayer, con tiras reactivas de Ascensia Elite, Bayer).

*Glucosuria, cetonuria, pH, hematuria y proteinuria (con tiras reactivas Multistix 10
SG Bayer).
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Antes del sacrificio se tomo sangre de la vena caudal y se realizé la determinacion
de HbA;., se obtuvo la sangre total se centrifug6 a 3000 r.p.m por 15 minutos
(Centrifuga Beckman GS-15R), se separ6 el suero y se congel6 a -70°C para el
analisis de glucosa, colesterol, triglicéridos, VLDL, acido Urico, creatinina
(analizador Kodak Ektachem DT 60 II) e insulina (RIA).

Los grupos El y ClI se sacrificaron a los 30 dias, los grupos Ell y CIl se
sacrificaron a los 60 dias y los grupos Elll y Clll se sacrificaron a los 90 dias por
dislocacion craneo-cervical, se les realizé una diseccion abdominal, se obtuvieron
los riflones y se registro su peso y diametro.

9.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS.

Las determinaciones de los parametros bioquimicos se realizaron por medio de
qguimica seca en el analizador Kodak Ektachem DT 60 II.

*Glucosa: reaccién en la que la glucosa de la muestra reacciona con el oxigeno
en presencia de glucosa oxidasa.

*Triglicéridos: separacion de los triglicéridos de los acarreadores lipoprotéicos, los
triglicéridos son hidrolizados por una lipasa y se retiran los residuos de acido
ascorbico con ascorbato oxidasa.

*Colesterol: el colesterol se disocia de los acarreadores de lipoproteinas. Los
esteres de colesterol se hidrolizan a colesterol libre que se oxida con colesterol
oxidasa. La reaccion final produce color a través de la cual se calcula la cantidad
de colesterol presente.

La determinacion de hemoglobina glucosilada se realiz6 en el DCA 2000 de
Bayer. En este andlisis se determinaron las concentraciones de HbA;., la
concentracion de Hb total y la relacion entre ambas, que se reporta como
porcentaje de HbA;.. Para la determinacion de Hb total, se usa ferricianuro
potasico, el cual oxida la Hb de la muestra a metahemoglobina. La
metahemoglobina forma un complejo con el tiocinato, formandose
tiocinmetahemoglobina, que es la que se mide. Para la medida especifica de la
HbA;. se utiliza la inhibicion de la aglutinacion de particulas de latex, recubiertas
con un anticuerpo monoclonal de raton, especifico para HbA.

Las determinaciones de insulina se realizaron por radioinmunoensayo (RIA). Se
utilizaron kits comerciales DPC (TKIN1). Todos los analisis se realizaron de
acuerdo al protoco proporcionado por los fabricantes. Cada muestra se conto
durante un minuto en un contador gamma.
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9.2 MICROSCOPIA OPTICA DE LUZ.

Los rifones derechos se fijaron en formol amortiguado al 10%.Se lavaron, se
deshidrataron en alcoholes graduales y se incluyeron en paraplast.

Mediante la técnica histolégica, se realiz6 la inclusion del rifidbn en paraplast, se
realizaron cortes con micrétomo de rotacion de 4um, que se tifieron con:

*H/E

*Masson

*Pas-Schiff

*Hierro coloidal

9.3 INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOFLUORESCENCIA.

Se utilizaron cortes de 4um colectados en portaobjetos cargados con poly-L- lisina
(Sigma). La inmunohistoquimica se realizé de acuerdo a los procedimientos del Kit
DAKO Envision (DAKO, K1395) en el cual se empled un polimero de anticuerpos
secundarios acoplados a fosfatasa alcalina y se revelé con el sistema nueva
fucsina (DAKO, K698). Las secciones fueron contrastadas con Hematoxilina.

Para la localizacién de colagena tipo IV las laminillas fueron incubadas toda la
noche a 4°C con anti-coldgena tipo IV (H234) de conejo (Santa Cruz
Biotechnology, Cat sc-11360) en una dilucion de 1:25.

Para la localizacion de laminina AB-1 las muestras fueron incubadas con anti-
laminina AB-1 de conejo 1:200 (NeoMarkers, Fremont, CA, RB082) durante 45
minutos a temperatura ambiente.

Para la deteccion de fibronectina las muestras se incubaron con anti-fibronectina
de conejo diluido 1:400 (DAKO, A0245) por 45 minutos a temperatura ambiente.

Para la inmunofluorescencia se utiliz6 como anticuerpo secundario el anti-IgG de
conejo acoplado a FITC (Excitacion 488 y Emision 505-530), los nucleos fueron
contrastados con ioduro de propidio (Molecular Probes, P3566), las muestras
fueron observadas con un microscopio confocal invertido (Zeiss, Axiovert 100M) y
analizadas mediante el programa LSM 510 (expert mode).

En ambas técnicas la especificidad de los anticuerpos se probé mediante la
omision del anticuerpo primario en una seccion que se incubo con una solucion
de PBS-Tween 1% (controles negativos). Los controles positivos correspondieron
a tejidos positivos a los anticuerpos recomendados por el fabricante.
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9.4 ANALISIS MORFOMETRICO.

Se utilizaron cortes tefidos con la técnica tricromica de Masson, fueron
seleccionados 15 glomérulos por cada grupo, de la zona cortical con espacio
urinario definido y sin hilio. Se obtuvieron micrografias de los glomérulos mediante
un microscopio optico de luz con el objetivo de 40X (Axioskop 40, Axiocam, Carl
Zeiss).
En las micrografias obtenidas se realiz6 un analisis morfométrico con el programa
Axiovision 4 (Carl Zeiss). Se delimitd el area del corpusculo renal (ACR) (espacio
urinario + lobulillo glomerular), el area del lobulillo glomerular (ALG) y la zona
ocupada por espacios vacios dentro del mesangio (AEV). Se realizo el conteo de
células y nucleos por corpusculo renal (TEL) (nimero total de eventos en el
lobulillo), para la obtencion del &rea que ocupan dentro del corpasculo renal, el
lobulillo glomerular fue dividido en cuatro cuadrantes, tomando en cuenta para el
andlisis el cuadrante superior derecho (CSD) (Fig. 7 A, B, Cy Fig. 8, A, B).
El area ocupada por los nucleos del lobulillo (ANL), fue determinada a partir del
area total de nucleos del cuadrante derecho (ATNCD), dividido por el nimero total
de eventos en los cuadrantes (NTEC) y multiplicado por el total de eventos del
lobulillo (TEL).

ATNCD x TEL = ANL

NTEC

Al area ocupada por el lobulillo (ALG) se le resté el area ocupada por espacios
vacios (AEV) y la ocupada por los nucleos y células (ANL) obteniéndose asi el
area aproximada de la matriz mesangial (AMM).

ALG — AEV — ANL = AMM
Finalmente se determind la distancia promedio de las asas capilares externas

(MBG), realizando un zoom de 1:2 (80X), para observar de 2-4 asas capilares por
cada lobulillo renal, midiendo el centro del asa en todos los casos (Fig. 8C).

Fig 7. Micrografias tomadas con Axioscop 4, 100X: (A) area del corpusculo renal
(ACR), (B) area del lobulilloglomerular (ALG), (C) cuadrante superior derecho (CSD).
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Fig 8. Micrografias tomadas con Axioscop 4, 160X: (A) total de eventos en el lobulillo
(TEL), (B) area ocupada por espacios vacios, (C) cuadrante superior derecho (CSD).

9.5 ANALISIS CUANTITATIVO DE LA INMUNOFLUORESCENCIA.

Se seleccionaron 15 glomérulos (por cada grupo) de la zona cortical con espacio
urinario definido y sin hilio. De ellos se obtuvieron micrografias mediante el
microscopio confocal. Se promediaron 5 mediciones, determinadas a través de la
expresion de intensidad del anticuerpo en el lobulillo glomerular (Fig. 9). En el
caso de los tubulos so6lo se realizo la delimitacion de los mismos, obteniendo asi la
intensidad de los anticuerpos (Fig. 9).

Fig. 9. Micrografia tomada con Axioscop 4,100X: las lineas en color representan las
5 medidas realizadas en el glomérulo y la delimitacién de los tubulos renales
utilizados para determinar la intensidad de la inmunoflorescencia.
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10. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se expresaron como promedio + error estandar (EE). Se realizo la
prueba de ANOVA de dos vias, se utilizo el programa SPSS versiéon 10. La prueba
fue significativa cuando el valor de p < 0.05. Para la comparacion especifica de
los grupos, se realizd una post-prueba de Bonferroni.
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11. RESULTADOS.

11.1 PESO.

Los ratas de los grupos C aumentaron de peso en forma constante a lo largo del
estudio, con un peso inicial de 229.3 + 4.52 g y un peso final de 307.2 + 7.47 g.
Las ratas E disminuyen su peso a partir del dia 2 y esta disminucién persistio
hasta el dia 31, a partir del dia 38 tuvieron una ligera recuperacion que se
mantuvo hasta el final del estudio. Al comparar el peso de las ratas de los grupos
C vy E presentaron una diferencia significativa a partir del dia 2 con una p< 0.001

(tabla 1, grafica 1).

PESO (gramos)

Dia C E

0 229.3 + 452 227.2 +3.17

2 230.2 + 4.52 217.0 + 3.17*
10 235.6 + 4.52 215.3 + 3.17*
17 2445 + 4.52 220.8 + 3.17*
24 253.5 + 4.52 218.7 + 3.17*
31 256.3 + 5.49 225.6 + 3.88*
38 268.6 + 5.49 234.7 + 3.88*
45 279.3 + 5.49 236.7 + 3.88*
52 283.3 + 5.49 234.8 + 3.88*
59 290.5 + 5.49 244.7 + 3.88*
66 298.8 + 7.47 255.6 + 5.22%
73 301.9 + 7.47 250.5 + 5.22*
80 303.2 + 7.47 260.8 + 5.22*
87 307.2 + 7.47 262.3 + 5.22*

Tabla 1. Peso de las ratas controles (C) y
experimentales (E). Datos expresados
promedio + EE. C Vs E *p <0.001.
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Grafica 1. Peso de las ratas controles (C) vy
experimentales (E). Datos expresados en promedio + EE
de cada grupo. Se observaron diferencias significativas a
partir del dia 2 y hasta el final del estudio.

C Vs E *p<0.001.

11.2 GLUCOSA.

Las ratas de los grupos C mantuvieron niveles de glucosa menores a los
120 mg/dl durante el estudio. Los niveles de glucosa en los grupos E se
incrementaron a lo largo del estudio, alcanzando niveles de 501.8 + 12.1 mg/dI el
dia 87.

Al comparar los niveles de glucosa de los grupos C con los E se encontraron
diferencias significativas a partir del dia 2 p<0.001 (tabla 2, gréfica 2).
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GLUCOSA (mg/dI)

Dia C E

0 100.3 + 13.8 102.1 + 8.99

2 103.7 + 12.4 350.1 + 7.34*
10 99.7 + 13.07 418.9 + 7.34*
17 99.5 + 13.07 425.3 + 7.34*
24 100.1 + 11.56 418.0 + 7.34*
31 96.2 + 16.01 462.3 + 8.99*
38 96.8 + 16.72 476.6 + 8.99*
45 105.3 + 16.72 466.9 + 8.99*%
52 96.5 + 13.07 474.3 + 8.99*
59 101.9 + 15.38 475.8 + 8.99%
66 94 +24.8 508.4 + 12.1*
3 95.6 + 24.8 446.4 + 12.1*
80 95.4 + 24.8 487.0 + 12.1*
87 103.8 + 17.5 501.8 + 12.1*

Tabla 2. Glucosa de las ratas controles (C) y
experimentales (E). Datos expresados
promedio + EE. C Vs E *p <0.001.
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Gréfica 2. Glucosa sanguinea de las ratas controles (C) y
experimentales (E). Datos expresados en promedio + EE
de cada grupo. Se observaron diferencias significativas a
partir del dia 2 y hasta el final del estudio.

C Vs E *p<0.001.
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11.3 PROTEINURIA.

Los niveles de proteinas en orina (proteinuria) en los grupos C fueron menores a
los presentados en los grupos E. En los grupos C se encontraron a partir del dia 2
con un valor de 2.81 + 5.74 mg/dl, y su valor maximo se presenté el dia 52 con un
valor de 16.1 + 6.37 mg/dl. El grupo E presentd proteinuria a partir del dia 2,
determindndose su valor maximo el dia 73 con un promedio de 44 + 5.27mg/dl,
disminuyendo gradualmente hasta el final del estudio.

Al comparar los promedios de proteinuria de los grupos C con los grupos E
presentaron diferencias significativas p<0.001 (Tabla 3, gréfica 3).

PROTEINURIA (mg/dl)

Dia C E

2 2.81+5.74 14.4 + 4.59%
10 9.54 + 6.93 27.1 + 4.06*
17 5.5 + 5.14 22.7 +3.21*
24 105 + 5.57 22.3 + 3.18*
31 15 +5.41 19.1 + 3.83*
38 13.8 + 6.37 26.6 + 3.78*
45 12 +5.93 20.5 + 4.06*
52 16.1 + 6.37 20.0 + 3.88*
59 12.1+5.74 21.8 + 3.83*
66 12.8 + 8.69 27.4 +5.01*
3 10+13.2 44 + 5.27*
80 9+10.2 37.1+5.27*
87 75+7.21 29.2 + 5.01*

Tabla 3. Proteinuria de las ratas controles (C) y

experimentales (E). Datos expresados en

promedio + EE. C Vs E *p <0.001.
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Grafica 3. Proteinuria de las ratas controles (C) y
experimentales (E). Las barras representan el promedio
+ EE de cada grupo. Se observaron diferencias

significativas a partir del dia 2 y hasta el final del estudio.
C Vs E *p<0.001.

11.4 pH.

El promedio de pH en orina de los grupos C fue de 7.42 + 0.30, el de los grupos
E fue de 5.95 + 0.19 durante el estudio. Al comparar los valores promedio de los

grupos C con los de los grupos E presentaron diferencias significativas con una
p<0.001 (Tabla 4, grafica 4).
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pH
Dia C E
2 6.97 + 0.13 5.84 +0.11*

10 7.14+0.16 5.92 + 0.09*

17 7.28 +0.12 5.67 + 0.07*

24 7.09 +0.13 5.56 + 0.07*

31 6.97 +0.12 6.13 + 0.09*

38 7.50 + 0.15 5.93 + 0.09*

45 7.43 +0.14 5.84 + 0.09*

52 7.69 + 0.15 6.16 + 0.09*

59 7.50 + 0.13 6.11 + 0.09*

66 7.64 + 0.20 6.02 + 0.12*

73 8 +0.31 5.92 + 0.12*

80 7.70 + 0.24 6.03 + 0.12*

87 7.60 + 0.17 6.29 + 0.12*
Tabla 4. Ph de las ratas controles (C) y
experimentales (E). Datos expresados en
promedio + EE. C Vs E *p <0.001.
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Grafica 4. pH de las ratas controles (C) y experimentales
(E). Datos expresados en promedio + EE de cada grupo.
Se observaron diferencias significativas a partir del dia 2
y hasta el final del estudio. C Vs E *p <0.001.
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11.5 GLUCOSURIA.

Las ratas de los grupos C no presentaron glucosuria a lo largo del estudio, al
comparar los valores de los grupos C con los grupos E se encontraron diferencias
significativas con un valor de p< 0.001. (Tabla 5, grafica 5).

Los niveles de glucosa en orina (glucosuria) en las ratas de los grupos E se
presentaron a partir del dia 2 con un valor promedio de 2000 + 6.1 mg/dl; estos

valores persistieron a lo largo del estudio.

GLUCOSURIA (mg/dl)

Dia C E

2 + 2000 + 6.1%
10 + 1980 + 5.6*
17 + 2000 + 5.5*
24 0+0 2000 + 5.5*
31 0+0 2000 + 6.6*
38 0+0 2000 + 6.5
45 0+0 2000 + 7*
52 0+0 2000 + 6.7*
59 0+0 2000 + 6.6
66 0+0 2000 + 8.7*
73 0+0 2000 + 9.1*
80 0+0 2000 + 9.1*
87 0+0 2000 + 8.7*

Tabla 5. Glucosuria de las ratas controles (C) y

experimentales (E). Datos expresados

promedio + EE. C Vs E *p <0.001.
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Grafica 5. Glucosuria de las ratas controles (C) y experimentales (E). Datos
expresados en promedio + EE de cada grupo. Se observaron diferencias significativas
a partir del dia 2 y hasta el final del estudio. C Vs E *p <0.001.

11.6 HEMATURIA.

Los niveles promedio de sangre en orina (hematuria) en las ratas de los grupos C
fue de 4.4 + 6.1 durante el estudio, mientras que el promedio de hematuria de las
ratas de los grupos E fue de 63.2 + 25.7, al comparar los valores de los grupos

C y los de los grupos E se encontraron diferencias significativas con un valor de
p< 0.001. (Tabla 6, gréfica 6).
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HEMATURIA

Dia C E

2 78+ 17.1 37.8 + 13.7%
10 0+ 0 41.8 + 12.3%
17 0+ 0 56.3 + 9.6*
24 12.9 + 16.6 92.3 + 9.6*
31 111 + 16.1 28.9 + 11.4%
38 17.3+ 19 53.4 + 11.2%
45 13.3 + 17.7 89.4 + 12.1*
52 153+ 19 62 + 11.6*
59 156+ 17.1 75.6 + 11.4%
66 0+ 0 43.80 + 14.9*
73 0+ 0 118.8 + 15.7*
80 2+ 30 747 + 15.7*

Tabla-6-‘Hematutia-dd-fas r°tas4§0?‘.t%!é§'g(tf:‘ 3

]
experimentales (E). Datos expresados en

promedio + EE. C Vs E *p <0.001.
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Grafica 6. Hematuria de las ratas controles (C) y
experimentales (E). Las barras representan el promedio
+ EE de cada grupo. Se observaron diferencias
significativas a partir del dia 2 y hasta el final del estudio.
C Vs E *p<0.001.
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12. QUIMICA SANGUINEA.

12.1 HEMOGLOBINA GLUCOSILADA.

El porcentaje de HbA;. del grupo CI fue de 3.23 + 0.498%, del grupo CII fue de
3.12 + 0.431% y del grupo Clll fue de 3.2 + 0.498%, mientras que las ratas del
grupo El presentaron 8.7 + 0.273%, las del grupo EIll 9.46 + 0.352% vy las del
grupo EIlll 10.6 + 0.326%; al comparar los promedios los grupo C y E en los
tiempos analizados se observaron diferencias significativas (tabla 7, grafica 7).

Grupo Cl El Cll Ell Clll Elll
n=9 n=19 n=9 n=17 n=10 n=21
HBA. 3.23 + 87 + | 312 + 9.46 + 32 + 10.6 +
(%) 0.498 0.273* 0431 0.352 * ** 0.498 0.326*
Glucosa 143.2 + 5268 + | 1347 + | 5489 + 146.6 + 613.8 +
(mg/dl) 23.33 6.05* 23.33 16.97* 22.13 15.27*
Insulina 19.06 + 412 + 6.77 + | 596 * 894 + | 770 *
(T18])) 2.03 1.39* 2.03 1.47 ns 1.92 1.33 ns

Tabla 7. Parametros biogquimicos en ratas controles a los 30 (Cl), 60 (CII) y 90 dias
(ClID; y ratas diabéticas a los 30 (EI), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Datos expresados
en promedio + EE.
Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p<0.001.
Cl vs El *p<0.001. Cll vs Ell, Clll vs Elll ys p >0.05. Ell vs Elll **p =0.03

%
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Gréfica 7. Concentracion de Hemoglobina glucosilada en
ratas controles a los 30 (CI), 60 (Cll) y 90 dias (CIIl); y
ratas diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll).
Cada barra representa el promedio + EE de cada grupo.
Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p <0.001.
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12.2 GLUCOSA SERICA.

El promedio de glucosa sérica que presenté el grupo Cl fue de 143.2 + 23.33
mg/dl, el grupo ClII presentdé un promedio de 134.7 + 23.33 mg/dl y el grupo ClIII
146.6 + 22.13 mg/dl. El promedio de glucosa sérica del grupo El fue de 526.8 +
6.05 mg/dl, el del grupo EIll fue de 548.10 + 16.97 mg/dl y el grupo EIIl 613.8 +
15.27 mg/dl

Los valores de glucosa sérica de los grupos E en todos los tiempos analizados
fueron significativamente mas elevados que los de los grupos C, presentando
diferencias significativas con una p<0.001 (tabla 7, gréafica 8)
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Gréfica 8. Concentracion de Glucosa sérica en ratas
controles a los 30 (Cl), 60 (Cll) y 90 dias (CllIl); y ratas
diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada
barra representa el promedio + EE de cada grupo.

Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p <0.001.
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12.2 INSULINA.

Las ratas del grupo CI presentaron un promedio de insulina de 19.06 + 2.023 nUl,
el grupo CllI presentd 6.77 + 2.03 uUl, y el grupo ClII presenté 8.94 + 1.92uUl. Las
ratas del grupo El presentaron un promedio de 4.12 + 1.39 uUl, las ratas del grupo
Ell presentaron 5.96 + 1.47uUl, y las ratas del grupo Elll presentaron 7.70 + 2.03
uUl. Al comparar los valores promedios del grupo Cl vs El se encontraron
diferencias significativas; al comparar los grupo CIl vs Ell y CIlll vs EIlll no se
encontraron diferencias significativas p>0.05 (tabla 7, gréfica 9).
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Gréfica 9. Concentracion de Insulina sérica en ratas
controles a los 30 (ClI), 60 (CIl) y 90 dias (Cll); y ratas
diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada
barra representa el promedio + EE de cada grupo.
Cl vs El *p <0.001. Cll vs Ell, Clll vs Elll ysp>0.05.
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12.4 COLESTEROL.

Los valores de colesterol en el grupo CI fueron de 63.77 + 9.2 mg/dl, del Cli
fueron de 64 + 12.34 mg/dl y el grupo CIlI fue de 64.83 + 11.26 mg/dIl. Los valores
de colesterol del grupo El fueron de 98.31 + 6.33 mg/dl, el grupo EIl presenté
83.75 + 6.9 mg/dl, y el grupo Elll fue de 78.04 + 6.02 mg/dl. Las ratas del grupo
El vs CI, Ell vs Cll 'y Elll vs Clll no presentaron diferencias significativas con un
valor de p > 0.05 (tabla 8, grafica 10).

Grupo Cl El Cll Ell Clil Elll
n=9 n=19 n=9 n=17 n=10 n=21
Colesterol 63.77 + | 9831 + 64 + | 83.75 + 64.83 + | 78.04 +
(mg/dl) 9.2 6.33 s 12.34 6.9 ns 11.26 6.02 ns
Triglicéridos | 108.66 + | 208.42 + 7455 + | 246.58 + 84.6 + | 31828 +
(mg/dl) 33.50 23.06* 33.50 24.37* 31.78 21.93*
VLDL 21.77 + 4173 + 14.77 + 49.29 + 16.9 + 63.61 +
(mg/dl) 6.69 4.60* 6.69 4.86* 6.34 4.38*
Creatinina 0.443 + | 0.559 + 0538 + | 0519 + 0500 + 0.385 +
_(mgydI) 0.032 0.020 us 0.030 0.021 \s 0.028 0.019 \s
Acido Urico 23 + 3.96 + 1.83 + 1.63 + 1.74 + 0.918 +
(mg/dl) 0.795 562 ns 0.795 0.596 ys 0.754 0.578 s

Tabla 8. Pardmetros bioquimicos en ratas controles a los 30 (Cl), 60 (CII) y 90 dias

(ClID); y ratas diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Datos expresados
en promedio + EE.

Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll ys p >0.05.
Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p <0.001.

120
100 -
80 +
60 H

mg/dl

40 +
20 A

NS

Colesterol

NS

30

60

dias

90

ac
BE

Grafica 10. Concentracion de Colesterol sérico en ratas
controles a los 30 (Cl), 60 (Cll) y 90 dias (CllIl); y ratas
diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada

barra representa el promedio + EE de cada grupo.

Cl vs El, Cll vs Ell y ClllI vs Elll *p<0.001.
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12.5 TRIGLICERIDOS.

Los niveles de triglicéridos de las ratas del grupo CI fueron de 108.66 + 33.5
mg/dl, el grupo CIl presentd 74.55 + 33.5 mg/dly el grupo CIIl fue de 84.6 +
31.78 mg/dl. Los niveles de triglicéridos de las ratas del grupo El fueron de 208.42
+ 23.06 mg/dl, los del grupo Ell fueron de 246.58 + 24.37 mg/dl, mientras que el
grupo Elll present6 318.28 + 21.93 mg/dI.

Al comparar los valores de triglicéridos de los grupos CI vs El, Cll vs Ell y Clll vs
Elll se encontraron diferencias significativas p<0.001 (tabla 8, gréafica 11).
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Grafica 11. Concentracion de Triglicéridos séricos en
ratas controles a los 30 (Cl), 60 (CIlI) y 90 dias (Cll); y
ratas diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll).
Cada barra representa el promedio + EE de cada grupo.
Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p <0.001.

12.6 VLDL (LIPOPROTEINAS DE MUY BAJA DENSIDAD).

Las lipoproteinas de muy baja densidad, se calculan basandose en los niveles de
triglicéridos, por que se comportan de manera similar a éstos. Los grupos ClI, Cll y
Clll presentaron 21.77 + 6.69 mg/dl, 14.77 + 6.69 mg/dl y 16.9 + 6.34 mg/dl
respectivamente. Mientras que el grupo El presenté 41.73 + 4.60 mg/dl, el grupo
Ell present6 49.29 + 4.86 mg/dl, y el grupo Elll presenté 63.61+ 4.38 mg/dl. Al
comparar los valores de grupos CI vs EIl, Cll vs Ell y CIll vs EIlll presentaron
diferencias significativas p<0.001 (tabla 8, grafica 12).
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Gréfica 12. Concentracion de VLDL sérica en ratas
controles a los 30 (ClI), 60 (CIl) y 90 dias (Cll); y ratas
diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada
barra representa el promedio + EE de cada grupo.

Clvs El, Cll vs Ell 'y Clll vs Elll *p=<0.001.

12.7 CREATININA.

Los niveles de creatinina del grupo CI fueron de 0.443 + 0.032 mg/dl, los del
grupo CII presentaron niveles de 0.538 + 0.030 mg/dl, el grupo CIII presentd
niveles de 0.500 + 0.028 mg/dI.

Los niveles de creatinina del grupo EI fueron de 0.559 + 0.020 mg/dl, el grupo Ell
present6 0.519 + 0.021 mg/dl, mientras que el grupo Elll present6 0.385 + 0.019
mg/dl.

Al comparar los valores de los grupos CI vs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll no se
encontraron diferencias significativas p> 0.05 (tabla 8, grafica 13).
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Grafica 13. Concentracién de Creatinina sérico en ratas
controles a los 30 (CI), 60 (CIl) y 90 dias (Cll); y ratas
diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada

barra representa el promedio + EE de cada grupo.

Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll ys p >0.05.

12.8 ACIDO URICO.

Los niveles de acido urico del grupo CI fueron de 2.3 + 0.795 mg/dl, los del grupo
Cll fueron de 1.83 + 0.795 mg/dl, el grupo Clll fueron de 1.74 + 0.754 mg/dl.

Los niveles de acido urico del grupo El fueron de 3.96 + 0.562 mg/dl, el grupo Ell
presentd 1.63 + 0.596 mg/dl, mientras que el grupo Elll presentdé 0.918 + 0.578

mg/dl.

Al comparar los valores de los grupos CI vs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll no se

encontraron diferencias significativas (tabla 8, grafica 14).
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Grafica 14. Concentracion de Acido Urico sérico en ratas
controles a los 30 (Cl), 60 (Cll) y 90 dias (ClIl); y ratas
diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada
barra representa el promedio + EE de cada grupo.

Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll ys p >0.05.

78




13. RINONES.

13.1 PESO.

El peso promedio de los rifiones derechos e izquierdos es significativamente
mayor para los grupos E comparados con los C; p<0.001. El peso de los rifiones
derechos en el grupo El fue de 0.983 + 0.1469, el grupo Ell presentdé 1.108 +
0.178g, el grupo EIlll 1.368 + 0.215g. Los grupos ClI, Cll y CllII presentaron 0.820 +
0.095g, 0.853 + 0.067g y 0.827 + 0.0549 respectivamente. Al comparar Cl vs El no
se encontraron diferencias significativas p>0.05; al comparar ClIl vs Ell y Clll vs
Elll se encontraron diferencias significativas con un valor de p <0.001 (tabla 9,
grafica 15). Los rifiones izquierdos presentaron una tendencia similar (tabla 9,
gréfica 16).
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Grupo Cl El Cll Ell Clll Elll
n=9 n=19 n=9 n=17 n=10 n=21
Peso del
Rinon 0.820 + 0.983 + 0.853 + 1.108 + 0.827 + 1.368 +
Derecho (9) | g 95 0.146 ns 0.067 0.178* 0.054 0.215*
Largo del
Rifi6n
Derecho 184.02 + 184.97 + 183.1 + 185.87 + 183.49 + 186.38 +
(mm) 0.59 1.06 Ns 2.42 0.87 Ns 0.53 1.11 Ns
Ancho del
Rifién
Derecho 179.76 + 179.89 + 179.25 + 180.26 + 178.9 + 181.02 +
(mm) 2.2 0.73ns 0.73 0.88 ns 0.29 0.78 Ns
Peso del
Rifi6n 0.813 + 0.966 + 0.795 + 1.05 + 0.817 + 1.29 +
Izquierdo (g) 0.065 0.106 Ns 0.063 0.121* 0.048 0.203*
Largo del
Rifién
Izquierdo 183.68 + 185.54 + 182.76 + | 186.34+ 184.57 + 187.04 +
(mm) 1.87 0.595 ns 2.36 1.07 ns 0.39 1.00 Ns
Ancho del
Rifi6n
Izquierdo 178.33 + 179.48 + 178.33 + 180.28 + 178.36 + 179.58 +
(mm) 0.694 0.656 ns 1.11 0.598 ns 0.573 0.727 ns
Peso del
Pancreas (g) 1.212 + 0.897 + 1.297 + 0.872 + 1.486 + 1.072 +
0.234 0.235* 0.265 0.168* 0.178 0.172*

Tabla 9. Datos del rifidn en ratas controles a los 30 (Cl), 60 (Cll) y 90 dias (Clll); y
ratas diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (EIl).
promedio + EE.
Cl vs El ysp >0.05. Cll vs Ell, Clll vs Elll *p<0.001.
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Gréafica 15. Peso de los rifiones derechos en ratas

controles a los 30 (Cl), 60 (Cll) y 90 dias (CllD); y ratas
diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada

barra representa el promedio + EE de cada grupo.
Cl vs El ysp >0.05. Cll vs Ell, Clll vs EIlll *p<0.001.
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Grafica 16. Peso de los rifiones izquierdos en ratas
controles a los 30 (CI), 60 (CIl) y 90 dias (Cll); y ratas
diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada
barra representa el promedio + EE de cada grupo.
Cl vs El ysp >0.05. Cll vs Ell, Clll vs Elll *p<0.001.
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14. PANCREAS.

El peso promedio de los pancreas fue significativamente mayor para los grupos C
comparados con los grupos E, al comparar los grupos CI vs El, CllI vs Ell, Clll vs
Elll no se encontraron diferencias significativas con una p<0.001 (tabla 9, grafica
17).
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Grafica 17. Peso del pancreas en ratas controles a los 30
(CI), 60 (CIl) y 90 dias (CIIl); y ratas diabéticas a los 30
(El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada barra representa el
promedio + EE de cada grupo.

Cl vs El, Cll vs Ell, CllI vs Elll *p<0.001.
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15 ANALISIS MORFOLOGICO DEL RINON.

Membrana basal de la
Cépsula de Bowman

Matriz mesangial

TUbulo contorneado
proximal

Segmento corto del asa——— =¥
de Henle

Fig. 10. Diagrama de los componentes del rifion.
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A) MEDULA.

La médula renal esta constituida por un conjunto de conductos colectores que
descargan en la pelvis renal.

En los grupos controles la papila renal se encuentra formada por un conjunto de
conductos colectores que descargan a la pelvis renal.

Otro componente de la médula renal son las asas de Henle, éstas presentan dos
ramas; una ascendente con epitelio cubico y una descendente con epitelio plano.
Entre las asas de Henle y los tubulos colectores pueden observarse vasos
sanguineos de pequefio calibre.

En el grupo EIl la papila renal presenta una morfologia normal, similar a la
observada en los grupos CI, Cll y Clll (Micrografia 1, A), sin embargo en los
grupos Ell y Elll se observé dilatacion de los conductos colectores, presentando
una mayor dilatacion el grupo Elll, en ninguno de los grupos E se observaron
alteraciones en las asas de Henle (Micrografia 1, B, C, D)
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Micrografia 1. Cortes de rifién tefiidos con Masson. 100X.
Micrografia representativa grupo control (A), grupo EI (B),
grupo EIl (C), grupo EIlll (D). La flecha muestra los
conductos colectores, en C y D estos conductos aparecen
dilatados. En las asas de Henle (*) no se observaron
cambios. VS. vaso sanauineo
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B) CORTEZA.

La corteza renal se encuentra formada por corpusculos renales y tubulos renales
de diversos tipos.

El corplusculo renal tiene una forma oval esta constituido por la capsula de
Bowman, la cual se encuentra formada por un epitelio plano que descansa sobre
la membrana basal; el glomérulo estd formado por una red de capilares
anastomosados que se invaginan en la capsula de Bowman.

Los corpusculos renales de la zona cortical del rifion presentan un diametro menor
comparados con los corpusculos yuxtaglomérulares que se encuentran cercanos a
los rayos medulares.

En algunos cortes histolégicos de corpusculos renales se observaron hilios
glomerulares, estas estructuras son semejantes a tallos de los cuales penden los
corpusculos renales.

Dentro de la capsula, el glomérulo esta revestido por células epiteliales planas
llamadas podocitos y células mesangiales.

Los podocitos presentan un ndcleo evidente que puede ser observado con
claridad mediante la técnica de Masson, sin embargo a nivel de microscopia de luz
no puede observarse su cuerpo celular ni sus procesos llamados “pies”.

Las células mesangiales son células que presentan una apariencia ligeramente
estrellada, en algunos casos pueden observarse prolongaciones citoplasmicas que
se relacionan con las células endoteliales de los capilares sanguineos, estas
células pueden localizarse en todo el corpusculo renal aunque también pueden
observarse células mesangiales extraglomerulares; las cuales se localizan entre
la macula densa y la capsula de Bowman formando parte de la capa visceral de la
capsula de Bowman.

Los capilares del glomérulo se encuentran revestidos de epitelio glomerular y una
membrana basal que recibe el nombre de asa capilar.

También pueden observarse células yuxtaglomerulares, células mioepiteliales que
reemplazan a las células musculares lisas de un area definida de la pared de la
arteriola eferente antes de que entre en la capsula renal las cuales presentan
ndcleos alargados, estas células se encuentran en contacto estrecho con la
macula densa.

84



La macula densa esta formada por un grupo de células columnares delgadas
situadas en la pared del tubulo contorneado distal, histolégicamente se aprecian
como un paguete de ndcleos.

El mesangio se encuentra formado una matriz que aparentemente presenta la
funcion de sostén y proteccion de las células inmersas en él.

En los grupos experimentales el arreglo histolégico del rifion es similar al
observado en los tres grupos controles en los tiempos analizados. Por medio de la
observacion con microscopia de luz se establecié que hay aumento en el volumen
del corpusculo renal de la zona cortical comparado con los grupos controles,
presentando un mayor volumen los corpusculos del grupo Elll, aunado a el
incremento de la matriz mesangial en los grupos El y Ell (Micrografia 2, B, C) y
disminucion en el lote Elll (Micrografia 2D).

.1 ] II % _.—' ;
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Micrografia 2. Cortes de rifion tefiidos con Hierro Coloidal.
100X. Micrografia representativa grupo control (A), grupo
El (B), grupo EIl (C), grupo Elll (D). Se nota el aumento de
volumen del corpusculo renal (CR) en los grupos
experimentales (B,C,D); y el incremento de la matriz
mesangial (flecha) en B,C y disminucién en D.
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TUBULOS RENALES

Los tdbulos renales observados en un corte histolégico de la corteza renal son:
tubulo contorneado proximal, tubulo contorneado distal y tubulos colectores.

En los grupos controles los tabulos contornedos proximales; estan situados en la
corteza renal, son la porcion mas larga y tortuosa, revestidos por epitelio cubico
alto con borde en cepillo de microvellosidades apicales. El borde revela la funcién
de reabsorcion de sustancias utiles al organismo.

Tanto en los grupos controles como en los experimentales estos tubulos no
presentan alteraciones en su morfologia. En los grupos experimentales la tincion
tricromica de Masson revelo el engrosamiento de su lamina basal (Micrografia 3,
B, C, D).

En los grupos controles y experimentales; los tubulos contorneados distales se
encuentran distribuidos en la corteza renal. Presentan epitelio cubico bajo sin
borde en cepillo, por lo tanto tiene una luz mayor, las células epiteliales cubicas
bajas son mas pequefias y el nUmero de secciones es menor porque es mas
corto.

En el grupo Elll las células epiteliales cubicas presentaron una apariencia palida y
nucleos picnaticos.

El tubulo colector corresponde a la parte terminal del tabulo contorneado distal en
la corteza renal y forman los rayos medulares. Poseen un epitelio cubico, se
distinguen de las ramas ascendentes de las asas de Henle por ser mas anchos y
menos regulares en su diametro.

En los tres grupos E se observo la dilatacién de los tubulos colectores, en el caso
del grupo Elll se evidenci6 el rompimiento y parcial desprendimiento de las células
epiteliales.

Tanto en los grupos controles como en los experimentales se observo la presencia
de vasos sanguineos y arteriolas cortadas en diferentes planos.

En la periferia tanto de los tubulos contorneados proximales, distales y colectores

se observo fibrosis peritubular en los diferentes tiempos analizados y en el caso
del grupo Elll se advirti6 infiltracion de macréfagos.
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Micrografia 3. Cortes de rifiébn teflidos con Masson. 100X.
Micrografia representativa grupo control (A), grupo El (B), grupo Ell
(C), grupo EIlIl (D). Se aprecia que en todos los grupos
experimentales (B,C,D) los tubulos colectores (Tc); estan dilatados,
ademas se observa el desprendimiento de las células epiteliales
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16 ANALISIS MORFOMETRICO.

El area del corpusculo renal de los grupos E es mayor en los tiempos analizados;
el &rea promedio del grupo El fue de 12230.22 + 173.16 um?, el grupo Ell fue de
13546.73 + 174.20 pm?, y para el grupo Elll fue de 16846.91 + 167.29 um?, el
grupo CI presenté un area promedio de 10465.85 +195.35 um?, para el Cll fue de
9801.19 +192.46 um?y para el Clll fue de 10180.97 + 185.75 um?. Al comparar los
grupos CI vs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll se encontraron diferencias significativas
p<0.001 (tabla 10, gréafica 18).

Grupo Cl El Cll Ell Clll Elll
Corplsculo | 10465.85+ | 12230.22+ | 9801.19+ | 13546.73 + | 10180.97 + | 16846.91 +
Renal (um?) 195.35 173.16* 192.46 174.20* 185.75 167.29*

Lobulillo 8052.39 + 9487.13+ | 742145+ | 10267.06+ | 7641.12+ | 12108.82 +

(um?) 162.7 144.22* 160.29 145.08* 154.7 139.32*
# Nucleos 63 +1.92 70 + 1.92% 66 + 1.92 79 + 1.92* 64 +1.92 78 + 1.92*

MBG 0.864 +0.03 |1.368 +0.03* |0.907 +0.03 | 1,318 + 0.03* |0.836 + 0.03| 1.212 + 0.03*

(um?)

Celularidad 1169.02 + 1366.9 + 1256.81 + 1766.2 + 1330.64 + 1433.8 +
A? 54.25 54.25* 54.25 54.25* 54.25 54.25*

Matriz 5679.93 + 6310.03+ | 5196.6 + 7412.38 + 5289.4 + 6894.58 +

Mesangial 233.22 233.22* 233.22 233.22* 233.22 233.22*
A2

Tabla 10. Analisis morfométrico en los glomérulos de ratas controles a los 30 (Cl),
60 (CIl) y 90 dias (CIII); y ratas diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll).
Datos expresados en promedio + EE. Cl vs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p<0.001.
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Gréfica 18. Area del corplsculo renal en ratas controles a
los 30 (CI), 60 (CIl) y 90 dias (Clll); y ratas diabéticas a
los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada barra
representa el promedio + EE de cada grupo.

Cl vs El, Cll vs Ell, Clll vs Elll *p<0.001.

El area promedio del lobulillo renal de los grupos E es mayor en los tiempos
analizados; mientras que los grupos C tienen un area promedio similar. Al
comparar los grupos CI vs El, CIl vs Ell y Clll vs Elll se encontraron diferencias
significativas p<0.001 (tabla 10).

El nimero de nudcleos en los grupos E se incrementa en los tiempos analizados; el
grupo El present6 un promedio de 70 + 1.92, el grupo Ell 79 + 1.92 y el grupo EllI
78 + 1.92. El grupo CI present6 un promedio de nacleos de 63 +1.92, el Cll 66 +
1.92yel Clll 64+ 1.92. Al comparar los grupos CI vs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll se
encontraron diferencias significativas p<0.001 (tabla 10).

El grosor de la membrana basal glomerular (MBG) se incrementa en los grupos E,
presentando un valor promedio de 1.368 + 0.03 um en el grupo El, en el grupo Ell
fue de 1.318 + 0.03 um y en el Elll disminuye con un valor de 1.212 + 0.03 um.
Los grupos ClI, Cll y Clll presentaron un promedio de 0.864 + 0.03 um, 0.907 +
0.03 um y 0.836 + 0.03 um respectivamente. Al comparar los grupos ClI vs El, ClI
vs Ell y CIll vs Elll se encontraron diferencias significativas p<0.001 (tabla 10,
gréfica 19).
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Gréfica 19. Membrana basal glomerular en ratas
controles a los 30 (Cl), 60 (Cll) y 90 dias (Clll); y ratas
diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada
barra representa el promedio + EE de cada grupo.

Cl vs El, Cll vs Ell, Clll vs Elll *p<0.001.

El area ocupada por la matriz mesangial aumenta en los grupos E; el promedio
del grupo El fue de 6310.03 + 233.22 u m?, el grupo Ell fue de 7412.38 + 233.22
um?, y para el grupo Elll fue de 6894.58 + 233.22 um?, los grupos Cl presentaron
un area promedio de 5679.93 + 233.22 um?, para el Cll fue de 5196.6 + 233.22
um?y para el Clll fue de 5289.4 + 233.22 u m? Al comparar los grupos Cl vs El,
Cll vs Ell y Clll vs Elll se encontraron diferencias significativas p<0.001 (tabla 10,
grafica 20).
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Gréfica 20. Area de la matriz mesangial en ratas
controles a los 30 (Cl), 60 (Cll) y 90 dias (Clll); y ratas
diabéticas a los 30 (El), 60 (Ell) y 90 dias (Elll). Cada
barra representa el promedio + EE de cada grupo.

Clvs El, Cll vs Ell, CIlI vs Elll *p<0.001.
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17 INMUNOHISTOQUIMICA.

Fibronectina (fb).

En los grupos controles la inmunotincion para fibronectina fue detectada en la
médula renal, en las laminas basales de los tubulos colectores y asas de Henle,
en los grupos experimentales la reaccion aumenta siendo mas intensa en el grupo
Elll.

En la corteza renal se observd una distribucion homogénea en la matriz
mesangial, y lamina basal de la capsula de Bowman; en los grupos
experimentales se conservo la distribucion pero aumento la cantidad, presentando
un gran aumento en los grupos Ell y Elll. En los grupos Ell y Elll se logro
evidenciar una intensa reaccion en la membrana basal de los capilares
sanguineos (Micrografia 4C, D; tabla 11).

La fibronectina se localiz6 en las laminas basales de los tubulos proximales,
distales y colectores de los grupos C y E, en los tres grupos controles no se
apreci6 diferencia en su distribuciéon; en los grupos E se conserva la distribuciéon
pero aumenta la cantidad (Micrografia 4B, C, D; tabla 8).
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Micrografia 4. Inmunohistoquimica indirecta del anti-
fibronectina revelado con fosfatasa alcalina, contrastado
con hematoxilina. 100X. Micrografia representativa grupo
control (A), grupo EI (B), grupo EIll (C), grupo Elll (D). Se
nota el incremento de la fibronectina en la matriz mesangial
(flecha) en la membrana basal glomerular (*) de los grupos
experimentales (B,C,D).
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LAMININA (Im).

La laminina se presentd en los grupos controles en las laminas basales de los
tubulos colectores y asas de Henle, mientras que en la corteza se observo una
distribucion homogénea en la matriz mesangial, las asas capilares y la membrana
basal de la capsula de Bowman, asi como en la membrana basal glomerular. En
los grupos experimentales la distribucion es similar pero mas intensa que en los
grupos controles (Micrografia 5, tabla 11).

La laminina también se localizé en las laminas basales de los tubulos proximales,
distales y colectores; con un incremento en los grupos experimentales
(Micrografia 5, tabla 8).
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laminina AB-1 revelado con fosfatasa alcalina, contrastado
con hematoxilina. 100X. Micrografia representativa grupo
control (A), grupo EI (B), grupo EIll (C), grupo Elll (D). Se
observa el incremento de la anti-laminina en la matriz
mesangial (*), membrana basal glomerular (flecha) y
tubular (punta de flecha) de todos los grupos
experimentales.
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COLAGENA IV (col V).

En la médula la inmunotincién para colagena IV es débil, en la corteza renal la
colagena IV en los grupos controles, se observé en las laminas basales de los
tubulos colectores y tdbulos proximales, sin una presencia aparente en el
mesangio. En los grupos experimentales se conservé la misma distribucion pero
aumento la cantidad en el grupo El y disminuyé en los grupos Ell y Ell
(Micrografia 6, tabla 11).

El grupo El mostré un elevado aumento en la intensidad de la reaccién en la
membrana basal de la cdpsula de Bowman comparado con los grupos controles y
los grupos Ell y Elll. La colagena IV disminuye en los grupos Ell y Elll (Micrografia
6, tabla 11).

Micrografia 6. Inmunohistoquimica indirecta del anti-
coldgena tipo IV revelado con fosfatasa alcalina,
contrastado con hematoxilina. 100X.  Micrografia
representativa grupo control (A), grupo EI (B), grupo Ell
(C), grupo Elll (D). Se observa la presencia del anticuerpo
colagena tipo IV en la membrana basal de la capsula de
Bowman (flecha) del grupo El y su disminuciéon en Ell y
Elll.
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Fibronectina Laminina Colagena IV

Grupo Glomérulo Tubulos Glomérulo Tubulos Glomérulo Tubulos
cl ++ + + + ++ +/-
El +++ ++ ++ ++ ++ +/-
cli ++ + + + ++ +/-
B+ | 4 | A | + +/-
cli ++ + + ++ ++ +/-
BT b+ | 4 | A | | - +/-

Tabla 11. Inmunotincion relativa de fibronectina, laminina AB-1 y colagena tipo IV
en el glomérulo y tubulos renales.

Inmunotinciéon: +++ muy fuerte; ++ fuerte; + moderado; + /- areas positivas y
negativas presentes; - negativo.
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18 MICROSCOPIA CONFOCAL.

Por medio de microscopia confocal, se observé la distribucion en el glomérulo de
las glucoproteinas de matriz: fibronectina, laminina AB-1 y colagena tipo IV.

Glomeérulo: Los tres antigenos fueron observados en la periferia de la membrana
basal glomerular y matriz mesangial, sin embargo con diferentes intensidades.

En el caso de la fibronectina, las estructuras extraglomerulares fueron menos
reactivas que el glomérulo; siendo mas intensa en el mesangio y en la membrana
basal de los capilares (Micrografia 7).

La inmunotincion para laminina fue mas intensa en la membrana basal glomerular,
aunque también fue observada en las regiones periféricas de los capilares
glomerulares y el mesangio, siendo menor en estos sitios (Micrografia 8).

La membrana basal de la capsula de Bowman mostré una ligera inmunotincion a
laminina, incrementandose en los grupos El, Ell y Elll (Micrografia 8).

En las estructuras extraglomerulares los tres antigenos fueron detectados en la
membrana basal de los tubulos y en las paredes arteriolares.

La inmunotinciébn para laminina fue mucho mas intensa en las estructuras
extraglomerulares que en el glomérulo, en donde la intensidad del antigeno
incrementa en la lamina basal de los tubulos proximales en los grupos Ell y ElIl.
En la capsula de Bowman se observo una intensidad moderada (Micrografia 8).

En el caso de la colagena tipo IV se observé una fuerte intensidad en el mesangio
y en la membrana basal glomerular de los grupos El y Ell, disminuyendo en el
grupo Elll (Micrografia 9).

La inmunoreactividad para colagena tipo IV presenté una intensidad equivalente
en el glomérulo y en las estructuras extraglomerulares. En contraste la
inmunotincion de laminina fue intensa en las membranas basales tubulares
(Micrografia 9).
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Micrografia 7. Distribucion de fibronectina detectada con inmunofluorescencia
en el glomérulo de ratas de los grupos control I, Il, lll (figura A,B,C
respectivamente) y grupos experimentales |, II, lll (D,E,F). Las flechas en
A,B,D,E sefalan la matriz mesangial, en C,F la membrana basal de la c4psula
de Bowman. En G,H,lI se muestran los tubulos renales de los grupos controles
(1, 1, 111 respectivamente) y los grupos experimentales (J,K,H). Las flechas en
G,H,l,J,K,L sefalan una ligera inmunotinciéon en la membrana basal tubular.



Micrografia 8. Distribucion de laminina AB-1 detectada con
inmunofluorescencia en el glomérulo de ratas de los grupos control I, Il, 1l
(figura A,B,C respectivamente) y grupos experimentales I, I, 1ll. Las flechas
en A,D sefialan la membrana basal de la capsula de Bowman, en B,C,E,F la
matriz mesangial. En G,H,I se muestran los tubulos renales de los grupos
controles (I, II, lll respectivamente) y los grupos experimentales (J,K,H). Las
flechas en J,K,H sefialan la membrana basal tubular.
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Micrografia 9. Distribucibn de colagena tipo IV detectada con
inmunofluorescencia en el glomérulo de ratas de los grupos control I, II, 1l
(figura A,B,C respectivamente) y grupos experimentales I, I, Ill. Las flechas
en A,B sefalan la membrana basal de la capsula de Bowman, en C,D la
matriz mesangial. En G,H,l se muestran los tubulos renales de los grupos
controles (I, I, Il respectivamente) y los grupos experimentales (J,K,H). En
G,H,I,J,K,L la colagena no fue detectada.



19 ANALISIS DE LA INTENSIDAD DE LA INMUNOFLUORESCENCIA.

La intensidad de fibronectina (fb) en los glomérulos y los tubulos examinados
aumenta durante el estudio, presentando un valor promedio de intensidad del
anticuerpo en los glomérulos de 62.26 + 9.52 en el grupo El y la intensidad en los
tubulos fue de 2.70 + 1.23, en el grupo Ell la intensidad promedio del anticuerpo
en el glomérulo fue de 85.69 + 9.22 y en el caso de los tubulos fue de 7.47 + 1.23
y en el grupo Elll la intensidad del anticuerpo en los glomérulos fue de 72.85 +
9.52 y en el caso de los tubulos fue de 12.82 + 1.23. El grupo CI presenté un
promedio de intensidad de 23 + 9.52 en los glomérulos y en los tabulos fue de
0.21 + 1.23, el grupo CII present6 35.37 + 9.52 y en los tubulos la intensidad fue
de 1.41 + 1.23, el CIll presenté un promedio de 30.38 + 9.52 y el promedio de
intensidad de los tabulos fue de 2.04 + 1.23. Al comparar los promedios de
intensidad del anticuerpo en los glomérulos y tubulos en los grupos CIl vs El,
Cll vs Ell y Clll vs Elll se encontraron diferencias significativas p<0.001 (tabla 12,
grafica 21).

Grupo Cl El Cll Ell Cll Elll
Glomérulo 23 + 62.26 + 35.37 + 85.69 + 30.38 + 72.85 +
fb 9.52 * 9.52 952 * 9.22 9.52 * 9.52
Tubulos 0.21 + 2.70 + 141 + 747 + 2.04 + 12.82 +
fb 1.23* 1.23 1.25 * 1.23 1.23 * 1.23
Glomérulo 414 + 4.12 + 10.88 + 11.09 + 10 + 14.18 +
Im 1.35Ns 151 1.35 ns 1.35 1.31 ns 1.35
Tabulos 3.66 + 15.7 + 4.77 + 16.69 + 4.14 + 14.57 +
Im 1.54* 1.57 1.57* 1.57 1.52 * 1.52
Glomérulo 3.31 + 5.28 + 291 + 1.14 + .876 + 147 +
col IV 0.65 nNs 0.65 0.70 Ns 0.65 0.67 Ns 0.65
Tabulos 2.32 + 1.36 + 3.53 + 968 + 3.36 + 404 +
col IV 0.38 * 0.38 0.36 * 0.37 0.38 * 0.36

Tabla 12. Intensidad de los anticuerpos en el glomérulo y tabulos renales de ratas
controles a los 30 (ClI), 60 (CIl) y 90 dias (Clll); y ratas diabéticas a los 30 (El), 60
(EIl) y 90 dias (Elll). Datos expresados en promedio + EE.

Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p=<0.001.
Clvse FI Cll ve Fll v ClIl vs FlII e n>N0 NR
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Gréfica 21. Intensidad de fibronectina de las ratas
controles (C) y experimentales (E). Las barras
representan el promedio + EE de cada grupo.

Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p<0.001.

Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p<0.001.

La intensidad de la laminina AB-1 (Im) en los tubulos examinados progresa
mientras avanza la ND; mientras que en el glomérulo presenta una intensidad muy
semejante. ElI valor promedio de intensidad del anticuerpo en los glomérulos del
grupo El fue de 4.12 + 1.51 y la intensidad en los tdbulos fue de 15.7 + 1.57, en el
grupo Ell la intensidad promedio del anticuerpo fue de 11.09 + 1.35 y en el caso
de los tubulos fue de 16.69 + 1.57 y en el grupo Elll presentd un valor de 14.18 +
1.35 y en el caso de los tubulos fue de 14.57 + 1.52, en el caso del grupo CI
presentd un promedio de intensidad de 4.14 + 1.35 en los glomérulos y en los
tubulos fue de 3.66 + 1.54, el grupo CIl presenté 10.88 + 1.35 y en los tubulos la
intensidad fue de 4.77 + 1.57, el CIll presentd un promedio de 10 + 1.31 y el
promedio de intensidad de los tubulos fue de 4.14 + 1.52. Al comparar los
promedios de intensidad del anticuerpo en los glomérulos de los grupos CI vs El,
Cll vs Ell y CllI vs EIlll no se encontraron diferencias significativas con una p>0.05
mientras que al comparar la intensidad del anticuerpo en los tubulos de los grupos
Cl vs El, Cll vs Ell y CIll vs Elll se encontraron diferencias significativas p<0.001
(tabla 12, grafica 22).
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Grafica 22. Intensidad de laminina AB-1 en los
glomérulos y tabulos renales de las ratas controles (C)
y experimentales (E). Las barras representan el
promedio + EE de cada grupo.

Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll ys p>0.05.

Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p<0.001.

La intensidad de colagena IV (Col IV) en los glomérulos del grupo El fue de 5.28 +
0.65 y la intensidad en los tubulos fue de 1.36 + 0.38, en el grupo Ell la intensidad
promedio del anticuerpo fue de 1.14 + 0.65 y en el caso de los tubulos fue de
0.968 + 0.37 y en el grupo Elll present6 un valor promedio de 0.147 + 0.65 y en el
caso de los tdbulos fue de 0.404 + 0.36. El grupo CI presenté una intensidad
promedio de 3.31 + 0.65 en los glomérulos y en los tabulos fue de 2.32 + 0.38, el
grupo Cll presentd 2.91 + 0.70 y en los tubulos la intensidad fue de 3.53 + 0.36, el
grupo CIlll presenté una intensidad promedio de 0.876 + 0.67 y la intensidad
promedio de los tubulos fue de 3.36 + 0.38. Al comparar los promedios de
intensidad del anticuerpo en los glomérulos de los grupos Cl vs El, Cll vs Ell y ClII
vs Elll no se encontraron diferencias significativas con una p>0.05, mientras que
al comparar la intensidad del anticuerpo en los tdbulos en los grupos CI vs El, CII
vs Ell y CIll vs EIlll se encontraron diferencias significativas p<0.001 (tabla 12,
grafica 23).
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Grafica 23. Intensidad de colagena tipo IV en los
glomérulos y tubulos renales de las ratas controles (C)
y experimentales (E). Las barras representan el
promedio + EE de cada grupo.

Clvs El, Cllvs Ell y Clll vs Elll ys p>0.05

Clvs El, Cll vs Ell y Clll vs Elll *p<0.001.
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20 DISCUSION.

Los modelos animales que se utilizan para el estudio de la diabetes experimental
nos permiten conocer y analizar la evolucion de la enfermedad e investigar los
mecanismos mediante los cuales se desarrollan sus complicaciones. En este
estudio el uso de STZ para inducir diabetes en ratas de la cepa Sprague- Dawley
nos permitié analizar diferentes aspectos de las etapas tempranas de la nefropatia
diabética.

Se ha demostrado en diferentes modelos animales que la STZ es uno de los
agentes mas eficaces en la induccion de la diabetes (181, 183,204). Su eficacia
depende del modelo animal, y la dosis empleada para lograr establecer un estado
permanente de hiperglucemia (181,183).

En diferentes estudios, utilizando dosis desde los 25 hasta los 100 mg/kg de STZ
se ha comprobado que existen efectos diabetogénicos que varian en intensidad y
en la aparicion de las complicaciones (183). Las dosis més utilizadas en rata son
las de 45 a 70 mg/kg de peso. Las dosis de 30 y 40 mg/kg de peso producen una
elevacion de los niveles de glucosa, pero este efecto se pierde 10 dias después y
los niveles tienden a normalizarse (183,205).

La dosis de 50mg/kg de peso utilizada en este trabajo produjo un estado
permanente de hiperglucemia que permitié realizar el analisis de las etapas
tempranas de la nefropatia diabética.

Se ha planteado que el mecanismo de accion inicial de la STZ para inducir la
diabetes es la destruccion de las células B del pancreas lo que promueve un
descenso en la concentracion de insulina que produce una hiperglucemia que
puede tener como resultado un efecto letal sobre los animales durante las
primeras 48 horas de la induccion. Los animales que sobreviven adquieren un
estado de hiperglucemia a largo plazo, presentandose las complicaciones propias
de la diabetes (181, 183, 204,205).

En nuestro estudio en los grupos experimentales los niveles de glucosa se
elevaron a las 48 horas posteriores a la inyeccion de STZ, y se mantuvieron con
valores superiores a los 400 mg/dl a lo largo de todo el estudio, lo cual confirma el
efecto permanente de la induccién de la diabetes.

En pacientes diabéticos mal controlados la disminucion en el peso corporal es
debida a la demanda del organismo por glucosa; la cual es incapaz de metabolizar
debido al mal funcionamiento de la insulina a nivel de receptores y su
sefalizacion, por lo que son utilizadas las reservas de glucosa que se encuentran
en el higado y tejido muscular con la finalidad de compensar los requerimientos de
glucosa del organismo. La pérdida de peso se ha asociado con la severidad de la
diabetes, existen reportes de ratas inyectadas con 55 mg/kg de peso y 65 mg/kg
de peso, que describen que estas ratas son incapaces de aumentar de peso (181,
206, 207,208).
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En este estudio las ratas de los grupos ClI, Cll y Clll aumentaron constantemente
de peso a lo largo del estudio, presentando una diferencia significativa con los
grupos El, Ell y Elll; los cuales no incrementaron su peso a lo largo del estudio.

En condiciones normales la glucosa se filtra libremente en el glomérulo y es
absorbida activamente en el tabulo proximal. La absorcion es limitada, siendo el
limite maximo, el umbral de glucosa renal, que esta excedido cuando la
concentracion de glucosa en sangre es en promedio >180 mg/100ml (10 mmol/L).
La glucosuria se presenta cuando los niveles de glucosa en sangre exceden los
180 mg/100ml a partir de estos valores las concentraciones de glucosa en orina
son proporcionales a la hiperglucemia (6). En nuestro estudio la glucosuria se
detecté a partir del dia dos y persisti6 hasta el final del estudio con niveles
promedio de 2000 mg/dl.

Entre las complicaciones que han sido descritas en los estudios sobre diabetes
experimental se encuentra la cetonuria, la que también se ha relacionado con
alteraciones en el desarrollo de las crias de madre diabética. La cetonuria es el
reflejo de la disminucion de insulina, la reduccion de la disponibilidad tisular de
glucosa y el consecuente aumento de la lipdlisis al interior de las células, lo que
provoca una sobreproduccion de cuerpos cetonicos como el B-hidroxibutirato, el
acido acetoacético y la acetona, que el higado es incapaz de metabolizar por lo
gue son excretados en la orina. La consecuencia de la carencia de glucosa tisular
lleva a un incremento de la glucogendlisis en el higado, lo que se refleja en una
mayor hiperglucemia (209).

En este estudio no se presentaron cetonas ni en los grupos controles ni en los
experimentales.

La cetoacidosis es una complicacion aguda que pueden presentar los pacientes
diabéticos. Es un trastorno metabdlico causado por la deficiencia de insulina que
provoca hiperglucemia, hipercetonemia, acidosis metabdlica y alteraciones
hidroelectroliticas, durante la cetoacidosis diabética el pH es < 7.3, y la glucemia
se sitba por arriba de 250mg/100ml, segun el estado de deshidratacién y la
acidosis. Los valores normales de pH en ratas de la cepa Sprague-Dawley son de
6.7 + 0.4. En este estudio los grupos CI, CIl, Clll presentaron un pH promedio de
7.42 y en los grupos El, Ell, Elll fue de 5.95.

La hematuria es una manifestacion frecuente de enfermedad nefro-urolégica y se
ve precedida Unicamente por infeccidn urinaria, puede tener su origen en el
glomérulo, los tubulos renales, el intersticio renal o en cualquier punto de la via
urinaria desde los calices y la pelvis renal hasta la uretra, lo cual refleja un dafio en
la membrana basal glomerular (MBG) conocida como hematuria glomerular, en la
cual no se ha reportado infiltracién de leucocitos.

No existe acuerdo sobre la definicibn de hematuria, ya que depende del método
de laboratorio utilizado. En personas sanas la orina contiene < 5 hematies/campo.
En la practica, se acepta que la observacion de "trazas o indicios" de sangre
mediante tira reactiva en una muestra urinaria aislada no debe considerarse
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anormal. Como método quimico su sensibilidad es muy alta permitiendo detectar
concentraciones de Hb a partir de 0,02 mg/dl, equivalentes a 3-5 hematies/campo.
En nuestro estudio el promedio de hematuria para los grupos C fue de 4.4
mientras que en los grupos E se presentd una elevacion considerable con un
promedio de 63.2. Los valores presentados en el grupo E reflejan un dafio
estructural de la membrana basal glomerular, los valores de los grupos C se
encuentran dentro de los valores normales.

La proteinuria es una manifestacion clinica de nefropatia que demuestra la pérdida
de selectividad y carga de la membrana basal glomerular, una vez determinada en
humanos persiste con valores de >500 mg/dia. En condiciones normales tanto en
humanos como en ratas no debe existir indicios de proteinas en orina.

En el presente estudio los niveles de proteinuria fueron determinados con tiras
reactivas, los niveles de proteinuria incrementaron progresivamente en las ratas
diabéticas de los grupos El, Ell y Elll a partir del dia 2 presentando su valor
maximo el dia 73 con un promedio de 44 mg/dl. Sanai y colaboradores,
determinaron los niveles de proteinuria (mg/24h) a través del método de Biuret en
ratas con diabetes inducida con una dosis de 60 mg/kg, y reportan proteinuria a
partir del dia 7 con un promedio de 52.8 + 9.5 mg, a los 30 dias presentaron 83.3
+21.4 mg, alos 60 dias 124.4 + 28 mg y a los 90 dias 179.0 + 22 mg (207).

La falta casi absoluta de insulina, que provoca la diabetes mellitus induce un
aumento en la lipdlisis y en consecuencia en los niveles de acidos grasos libres,
los cuales son oxidados en el higado, incrementando la produccién de cuerpos
cetonicos, cetonuria y en el Gltimo de los casos acidosis (YpH) (209). Sin embargo
en este estudio este efecto no se observé debido a que la dosis de STZ utilizada
no es cetogeénica. Los niveles de insulina de las ratas del grupo El presentaron
niveles significativamente menores que los presentados por el grupo CI, sin
embargo los grupos CII, ClllI, Ell y Elll no presentaron diferencias en los niveles de
insulina.

Virtualmente toda la hemoglobina en circulacion esta contenida en el eritrocito, el
cual tienen un promedio de vida de 120 dias, durante la vida del eritrocito y debido
a la permeabilidad de su membrana a la glucosa, la hemoglobina se incuba con la
glucosa sanguinea. Como esta sustancia es reactiva, el resultado es la
glucosilacion de los sitios receptivos de los aminoacidos (6). La glucosilacion de la
hemoglobina forma HbA;c, la cual ha sido descrita como un producto Amadori,
pero no como un producto final de la glucosilacion avanzada (PFGA). La
hemoglobina glucosilada es un indicador de la glucemia y refleja la concentracién
promedio de la glucosa de 6 a 12 semanas precedentes a su toma (28). En este
estudio los niveles de HbAic en los grupos ClI, Cll y CIll fueron en promedio de
3.2% mientras que en los grupos El, Ell, Elll fueron en promedio de 9.56%, lo cual
indica hiperglucemia persistente.
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Las alteraciones en las concentraciones de lipidos plasmaticos en los pacientes
con diabetes son de gran importancia debido al papel que juega la insulina en el
metabolismo de los mismos. Dichas alteraciones se presentan mas
frecuentemente cuando la diabetes esta descontrolada.

El colesterol es un constituyente importante de las membranas celulares, ademas
de ser precursor de los &cidos biliares y de las hormonas esteroides. Los
triglicéridos son los principales depdsitos de energia y son altamente eficientes
como fuente de energia. Los fosfolipidos son similares en estructura a los
triglicéridos y también son importantes componentes estructurales de las
membranas celulares y de las lipoproteinas.

Existen estudios controversiales tanto en ratas como en humanos diabéticos en
donde las concentraciones de colesterol plasmatico se encuentran elevadas, no se
presentan o se encuentran disminuidas. En nuestro estudio las ratas presentaron
aumentos minimos en la concentracion plasmatica de colesterol. Los niveles de
colesterol que presentaron las ratas de los grupos EIl, Ell y EIlll no fueron
diferentes de los presentados por las ratas de los grupos CI, Cll y CIIl.

Los niveles de triglicéridos y VLDL mostraron un incremento significativo en las
ratas de los grupos experimentales El, Ell y Elll, al compararlas con los grupos
Cl, Cll y Clll se observaron diferencias significativas. Este pardmetro suele estar
alterado en ratas diabéticas, y la correlacion de hiperglucemia, hipertrigliceridemia
e hipoinsulinemia puede predecir el desarrollo de complicaciones.

La funcion renal es una de las afectadas en la diabetes mellitus; la tasa de
filtracion glomerular (TFG) es considerada como el mejor marcador de la funcion
renal, y el &cido Udrico y la creatinina séricos son algunos de los parametros
bioquimicos utilizados para estimarla.

La creatinina sérica puede ser detectada en individuos con dafio temprano del
glomérulo, mientras que el aumento en los niveles del acido urico puede predecir
la insuficiencia renal cronica. Sin embargo trabajos recientes han documentado el
uso de la Cistatina C como un mejor marcador para evaluar la TFG (210).

En este trabajo no se observaron cambios significativos en los niveles séricos de
acido urico y creatinina en los grupos E comparados con los grupos controles, lo
cual concuerda con los hallazgos de Sanai y colaboradores, quienes encontraron
qgue los niveles de creatinina S, en ratas con diabetes inducida con una dosis de
60mg/kg, no son diferentes a los presentados por el grupo control, presentando un
promedio de 42.2 + 8.9 el dia 7, a los 30 dias presentaron 40.6 + 4.3, a los 60
dias 32.0 + 2 y alos 90 dias 42 + 2 (207). Los resultados obtenidos indican que no
hay alteraciones en la tasa de filtracion glomerular.

La nefropatia diabética provoca hipertrofia de los rifiones lo cual incrementa su
peso. En este estudio el peso de los rifiones se incrementd en los grupos E
19.85%, 29.95 y 64.19% a los 30, 60 dias y 90 dias respectivamente comparados
con los grupos C los cuales no incrementaron su peso a lo largo del estudio.
Nuestros resultados concuerdan con los encontrados por Seyer-Hansen, quien
reporta que el peso de los rifiones de ratas con diabetes inducida por STZ se
incrementa 60 horas después de la aparicion de hiperglucemia o glucosuria. En su
estudio reporta un incremento en el peso de los rifiones del 15 a 20% tres dias
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después de la administracion de la STZ y de 70 a 90% después de 6 semanas
(161). Sin embargo, en los estudios realizados por Obiniche y colaboradores, se
reporta que el incremento en el peso de los riflones de ratas con diabetes inducida
con STZ; después de 8 meses fue de 30% comparado con los controles (174).

Las alteraciones estructurales en la matriz mesangial, la hipertrofia de elementos
glomerulares, asi como el aumento de componentes de matriz extracelular han
contribuido al entendimiento de la progresion de la nefropatia diabética.

La hiperglucemia induce en el rifion la aparicion de los cambios hemodinamicos,
que afectan principalmente la vasodilatacibn de arteriolas eferentes que
promueven la hiperfuncién y la hiperfiltracion. Después de este estadio temprano,
se presentan cambios estructurales en el glomérulo, tibulos e intersticio renal (13,
93, 139, 140, 163,207).

Obiniche y colaboradores, al analizar con microscopia de luz los rifiones de ratas
con diabetes después de 4 semanas de la induccion, reportaron dilatacion de
tubulos en la corteza renal con un aumento significativo en la destruccién de los
tubulos contorneados distales; la microscopia electronica revel6 un espectro de
dafios que incluyen a la membrana basal, pérdida de procesos de interdigitaciéon
de los podocitos, la ruptura de tubulos basales y sus mitocondrias y fibrosis en los
tubulos después de 8 meses. Ellos concluyen que la hipertrofia renal persiste
después de una prolongada ocurrencia de diabetes con un extenso dafio y pérdida
de tejido renal incluyendo la pérdida de los procesos de podocitos y que estos
dafios son responsables de la presentacion clinica de la nefropatia diabética (174)
estos datos coinciden con los encontrados en este estudio.

Los cambios en la morfologia tubular glomerular han sido reportados como un
factor importante en el desarrollo de la nefropatia diabética (211).

En nuestro estudio se encontraron alteraciones morfolégicas en la corteza renal de
los rifiones de ratas diabéticas a partir de los 30 dias (grupo El) y persistieron en
los grupo Ell y Ell (60 y 90 dias respectivamente). El analisis morfologico de los
riflones reveld dilatacion de los tubulos colectores y tabulos proximales en los 3
grupos E, asi como fibrosis peritubular. En el grupo Elll se presento ruptura de los
tubulos, con la presencia de nucleos palidos en las células epiteliales; ademas en
el grupo Elll se observé infiltracion de macréfagos. Los tubulos distales tanto en
los grupos C como en los grupo E no presentaron alteraciones en su morfologia.

Mediante el analisis morfométrico se corrobor6é en los grupos E el aumento del
volumen glomerular y de la matriz mesangial; asi como el engrosamiento de la
membrana basal glomerular (MBG).

En nuestro estudio la matriz mesangial se tifié intensamente con Hierro Coloidal
sugiriendo un incremento en la cantidad de glucosaminoglicanos en los lotes El y
Ell, y disminucién en el lote Elll. Estudios previos han demostrado que en la
nefropatia diabética la expresion de glucosaminoglicanos de la membrana basal
glomerular esta reducida lo cual se correlaciona con el grado de proteinuria. En
nuestro estudio los niveles mas altos de proteinuria se encontraron en el lote Elll y
esto podria en parte explicar la disminucién de glucosaminoglicanos a los 90 dias.

108



La membrana basal y la matriz extracelular estdn formadas por diferentes
macromoléculas organizadas mediante arreglos fisicos, cargas ionicas, enlaces
guimicos y uniones biomecanicas. Estas matrices forman un gel y una estructura
de soporte o0 andamio constituido de fibras elasticas, proteinas adhesivas y
glucoproteinas estructurales, que mantienen comunicacién célula-célula y matriz
extracelular-tejido vascular a través de la familia de las integrinas (212).

Estudios realizados en humanos para detectar y localizar
inmunohistoquimicamente componentes de matriz extracelular, principalmente de
colagena del tipo I, I, IV y V, fibronectina, laminina y heparan sulfato, proveen
evidencias sobre los patrones de cambios en la matriz glomerular (13).

Courtoy y colaboradores, reportaron la distribucion normal de macromoléculas de
matriz extracelular: laminina, colagena tipo IV y fibronectina en la MBG vy el
mesangio en el glomérulo de rata, mediante inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia. Ellos reportan que estos tres antigenos para las moléculas
se localizan preferentemente en la membrana basal glomerular. La laminina se
encontré en la MBG, concentrada en la lamina rara; la colagena tipo IV en la
lamina densa y en la matriz mesangial, mientras que la fibronectina se encontré en
la matriz mesangial y la periferia de la MBG (213). En nuestro estudio este patrén
es muy similar al observado con técnicas inmunohistoquimicas en los glomérulos
de las ratas de los grupos CI, ClIl, CIIl.

Los niveles de RNAmM que codifican para la cadena al de la colagena 1V,
fibronectina, laminina B1 y B2 se encuentran incrementados en los glomérulos
aislados de ratas diabéticas. Estos hallazgos indican que la diabetes estimula la
sintesis de colagena tipo IV y otras moléculas de matriz extracelular (incluidas
fibronectina y laminina) en la corteza del riidbn y se encuentra vinculado a un
incremento en los niveles de RNAm que codifican para estas moléculas (214).

Se ha reportado que la colagena tipo IV cadena a-1 esta presente en el mesangio
normal y que se incrementa durante la ND (214, 215). En la MBG normal esta
presente la cadena a-3, a-4 e incrementa durante la ND, mientras que las
cadenas a-1y a-2, disminuyen en la ND (216).

En este estudio se determind la distribucion de fibronectina, laminina AB-1 y
coladgena tipo IV en la corteza del rifidn de ratas con diabetes inducida con STZ
utilizando inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. Los resultados obtenidos
indican que los tres componentes de matriz se distribuyeron de manera particular
en el glomérulo renal.

La colagena tipo IV mostré una sefial intensa en la membrana basal de la capsula
de Bowman del grupo El y disminucion en los grupos El y Elll.
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La laminina se encuentra presente en el mesangio normal, se ha reportado un
aumento de esta proteina en lesiones de expansion mesangial difusa (217),
mientras que en la MBG se sabe que es un componente normal y que incrementa
en etapas tempranas de ND y finalmente disminuye (218).

En el mesangio normal se encuentran presentes la fibronectina y que durante la
ND incrementa su produccion (219).

En nuestro estudio la inmunotincion de laminina AB-1 fue intensa en las
membranas basales: glomerular, tubular, y la capsula de Bowman; mientras que la
distribucion de fibronectina fue evidente en las membranas basales de las células
endoteliales, mesangiales, pericitos, la capsula de Bowman y la matriz mesangial.

La laminina AB-1 y fibronectina comparten su distribucion en la matriz mesangial,
mientras que la colagena se distribuyo en la periferia de la MBG y disminuyé en
la matriz mesangial. Nuestros resultados coinciden con los reportados por otros
autores, quienes consideran que estas alteraciones indican alteraciones en la
arquitectura macromolecular de la membrana basal y que son responsables de los
defectos en la filtracion y oclusion glomerular (212, 214,215).

La acumulacion de matriz extracelular se considera como uno de los mecanismos
centrales para explicar la falla glomerular, ademas, se ha establecido que la
disminucion en la degradacion de las moléculas de matriz extracelular favorece su
acumulacion y por lo tanto la progresion de la falla renal.
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21 CONCLUSIONES.

En este estudio se corrobor6 que la nefropatia diabética provoca hipertrofia renal
que se ve reflejada como un aumento en el peso de los rifiones en los grupos
experimentales.

El analisis morfologico de los rifiones revelo dilatacion de los tdbulos colectores
(tc) y tubulos proximales (tp) en los 3 lotes E, asi como fibrosis peritubular en los
lotes Ell y EIlll. Los tubulos distales en los lotes C y E presentaron una morfologia
normal. Mediante el andlisis morfomeétrico se evidencio en los lotes E aumento del
volumen glomerular y de la matriz mesangial, asi como engrosamiento de la
membrana basal glomerular (MBG).

La laminina AB-1 y fibronectina conservaron su distribuciéon normal en la matriz
mesangial y ldmina basal de la membrana basal glomerular, con un aumento en
los grupos E.

La coldgena IV conservé su distribucion en la membrana de la capsula de
Bowman, aumenté a los 30 dias y disminuy6 a los 60 y 90 dias en ratas
diabéticas.

Estos cambios estructurales en la morfologia renal y la alteracién en la cantidad de
componentes de matriz extracelular contribuyen al deterioro progresivo de la
funcion renal en la nefropatia diabética.
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