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1 INTRODUCCION
1.1 DIABETES MELLITUS

1.1.1 Definicion

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica del metabolismo
de carbohidratos, grasas y proteinas. Se caracteriza por la presencia de
hiperglucemia como consecuencia de defectos en la secrecion de insulina, en
la accion de la insulina, o en ambas. Los factores que se vinculan con mayor
frecuencia a la aparicion de la DM son: herencia, obesidad, afecciones
pancreaticas, factores hormonales, infecciones y factores neurogénicos

(Goodman y Gilman, 1996).

1.1.2 Insulina

Los aspectos relacionados con la liberacion y la accion de la insulina son
importantes para comprender la patogenia de la diabetes. La insulina es una
hormona anabdlica constituida por 51 residuos de aminoacidos con peso
molecular de 5.8 KDa (Figura 1). Esta hormona es sintetizada por las células 3
de los islotes del pancreas, a partir de un precursor de 110 aminoacidos
llamado preproinsulina. Después de translocarse a través de la membrana del
reticulo endoplasmico rugoso, el péptido senal N-terminal de 24 aminoacidos
de la preproinsulina se desdobla con rapidez hasta formar proinsulina, la cual
se pliega y se forman puentes disulfuro intracatenarios e intercatenarios. La
proinsulina se convierte en insulina en el complejo de Golgi, por hidrdlisis de
cuatro aminoacidos y del péptido conector quedando como hormona funcional
con dos cadenas de péptidos (A y B) (Hunter-Garvey ,1998). Una vez que la

célula es estimulada, la insulina madura se secreta junto con el péptido C. La



liberacion de la insulina se produce como respuesta al incremento de los
niveles de glucosa. La principal accion de esta hormona es el transporte de la
glucosa que se efectua por glucoproteinas de membrana integrales (Gluts); se
han identificado nueve transportadores, del 1-5 y del 8-11. El Glut 4 cuya
expresion esta limitada a tejidos con respuesta a insulina, es el principal
responsable de la incorporacion de la glucosa al interior de las células
musculares y de los adipocitos (Doege H, et al 2000; Shepher P- Khan B,
1999). La insulina estimula el transporte de glucosa, al favorecer la
translocacién dependiente de energia de vesiculas intracelulares que contienen
a los transportadores de glucosa GLUT4. Este efecto es reversible; los

transportadores regresan al fondo comun intracelular al eliminarse la insulina
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de su union al receptor (Goodman y Gilman, 1996).

Figura 1. Estructura de la insulina (Goodman y Gilman, 1996)

1.1.3 Receptor de insulina



Los efectos fisiologicos de la insulina son mediados por su unién a una
molécula receptora que se encuentra en la superficie de la membrana celular
llamada receptor de la insulina, este receptor esta presente practicamente en
todas las células del organismo, siendo los blancos clasicos higado, musculo y
tejido adiposo, también se le puede encontrar en eritrocitos, neuronas y ceélulas
gonadales. El receptor de la insulina es una glicoproteina transmembrana
compuesto por dos subunidades a (135 KDa) extracelulares que contienen el
dominio de union de la insulina y dos subunidades 3 (95 KDa) transmembrana
que poseen actividad tirosina. Las subunidades estan unidas por enlaces
disulfuro que forma un heterotetramero R-a-a-B (Figura 2) (Seino, 1989). Una
vez que la insulina se ha unido al receptor atraviesan la membrana plasmatica
esto conduce a la autofosforilacion intramolecular rapida de varios residuos de
tirosina, que estimula su actividad de tirosina cinasa hacia otros sustratos, entre
ellos a las proteinas denominadas sustrato del receptor de insulina (IRS-1 a 4)
(Cheatham-Kahn, 1995; Wang et al., 1996), lo que causa la asociacién con
proteinas que contienen los dominios de homologia Src 2 (SH2) como p85,
SYP o Grb2. La formacién del complejo IRS1-p85 activa la Pl 3-quinasa. Es
probable que el receptor se acople por separado a la activacion de una fos-
folipasa C especifica que cataliza la hidrdlisis de las moléculas de glucosil-PlI
en la membrana plasmatica. El inositol fosfato glucano (IPG), producto de la
reaccion anterior puede actuar como segundo mensajero, especialmente en lo
que se refiere a la activacion de fosfatasas de serina/treonina y la posterior

regulacion del metabolismo de la glucosa y los lipidos.
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Figura 2. Esquema del modelo de accion de insulina a nivel celular. IRS-1: Sustrato-1
del receptor de la insulina, SH: Dominio de homologia src, MAP cinasa: Proteina
Cinasa activada por mitdgenos; MEK: Cinasa de MAP, GPI, glucosil fosfatidil inositol,
PLC: Fosfolipasa C.

1.1.4 Alteraciones metabodlicas de la DM

La insulina determina disminucioén de la glucemia a través del estimulo
de su captacién por las células. Por medio de esta accidon promueve la
glucogenogénesis, lipogénesis y glucdlisis. Las hormonas antagonistas,
glucagon y adrenalina determinan glucogendlisis y lipdlisis.Cuando existe

insuficiencia insulinica, las hormonas antagonistas no son contrabalanceadas,



cuya consecuencia es la hiperglucemia que sobrepasa la capacidad de
reabsorcion renal con la consiguiente glucosuria.

A continuacién se produce poliuria por arrastre de agua y electrolitos del
fluido tubular. También existe deshidratacién del compartimiento intracelular
por salida de agua debido a la hiperosmolaridad plasmatica causada por la
hiperglucemia. Las proteinas, especialmente las del musculo esquelético
(calicolaminas, cortisol), son hidrolizadas para formar glucosa. Se favorece la
lipdlisis por falta de glucosa en el adipocito, ademas la lipdlisis es la oferta de
acidos grasos libres al higado para su oxidaciéon a cuerpos cetonicos en el
higado (acido acetoacético, beta hidroxibutirico y acetona) que pueden ser
utilizados por las células como fuente de energia. En la forma mas avanzada
de la DM, la cantidad de cuerpos cetdnicos producidos supera la capacidad de
su oxidacién celular y su acumulacion en la sangre desencadena acidosis y
agravamiento de la hiperosmolaridad. La cetoacidosis es una caracteristica
clinica diferencial entre la DM tipo1 y 2; la diferencia radica en DM tipo 2 hay
una hiperosmolaridad no ceténica ya que la pequefa cantidad de insulina
producida es capaz de bloquear la producciéon de acidos grasos a partir de la
lipdlisis, lo que evita la sobreproduccién de cuerpos cetdnicos (Fernandez,

1996).

1.1.5 Clasificacion e Incidencia

La DM se ha dividido en dos grupos principales: DM tipo 1, conocida
anteriormente como diabetes juvenil DM tipo 2, antes llamada del adulto. Sin
embargo, la clasificacion que actualmente se maneja, incluye cuatro entidades,

considerando como base la etiologia de la afeccion (tabla 1).



La DM tipo 1 se caracteriza por su origen autoinmune en el que se
destruyen las células B de los islotes pancreaticos. Esta autoinmunidad esta
asociada con alelos especificos HLA DR y DQ, la reaccion autoinmunitaria
tiene multiples predisposiciones genéticas y también esta relacionada con
factores ambientales poco definidos que alteran las células beta y las hace
inmunogénas (Robbins, 2004). Existen antigenos intracelulares contra los que
reaccionan los anticuerpos, dentro de estos se encuentran los anticuerpos para
insulina, la descarboxilasa de acido glutamico (GAD) y autoanticuerpos contra
tirosina fosfatasa (IA-2), los cuales estan presentes en el 85-90% de individuos
al detectarse inicialmente la DM (Atkinson y Maclaren, 1994). La DM tipo1 se
presenta en un 5-10% de los pacientes diabéticos, por lo general aparece en la
infancia pero se manifiesta y agrava durante la pubertad; los pacientes
dependen de la administracién de insulina para sobrevivir.

La DM tipo 2 es un desorden caracterizado tanto por la resistencia a la
insulina como por la falla de su secrecion, ambos casos son influenciados por
factores genéticos y exdgenos (Robbins, 2004). Este tipo de diabetes no se
diagnostica hasta después de varios afos de que se tiene el padecimiento
debido a que la hiperglucemia se desarrolla gradualmente por lo que en las
primeras etapas a menudo no es grave hasta que se desarrollan los sintomas
clasicos (polifagia, polidipsia y poliuria) (Harris,1989; Zimmet,1992). EI
tratamiento generalmente es progresivo, desde un control de la glucemia con
dieta, hasta el uso de uno o mas agentes hipoglucemiantes y finalmente,
combinaciones de éstos con insulina (Moller, 2001).La DM tipo 2 afecta cerca
de 90-95% de la poblacion diabética. Una encuesta realizada en México en el

2000 por la Secretaria de Salud mostré que la prevalencia de DM tipo 2 en los



individuos de mas de 20 afios es de 7.5% y de estos la prevalencia es
ligeramente mayor en las mujeres que en los hombres (7.8% y 7.2%,

respectivamente) (ENSA 2000).



I. Diabetes tipo 1 (Destruccion de las células 3 pancreaticas que se caracteriza por

deficiencia absoluta de insulina)
A. Mediada inmunologicamente

B. Idiopatica

Il. Diabetes tipo 2 (se caracteriza por resistencia a la insulina, deficiencia relativa de
la insulina, defectos en la secrecién con resistencia a la insulina)

lll. Otros tipos especificos

A. Defectos genéticos de la funcién celular
1. Cromosoma 12, HNF-1_(MODY3)

2. Cromosoma 7, glucocinasa (MODY2)

3. Cromosoma 20, HNF-4_(MODY1)

4. DNA mitocondrial

5. Otros

B. Defectos genéticos en la accion de la
Insulina

1. Resistencia a la insulina tipo A

. Leprechaunismo

. Sindrome de Rabson-Mendenball

. Diabetes lipoatrofica

. Otros

b wWON

. Enfermedades exocrinas del pancreas
. Pancreatitis

. Pancreatectomia

. Neoplasias

. Fibrosis quistica

. Hemocromatosis

. Pancreatopatia fibrocalculosa

oOORWN-QO

. Endocrinopatias

. Acromegalia

. Sindrome de Cushing
. Glucagonoma

. Feocrocitoma

. Hipertiroidismo

. Somatostatinoma

. Aldosteronoma

. Otros

oO~NOOAWN-D

. Inducida por quimicos o drogas
. Vacor

. Pentamidina

. Acido nicotinico

. Glucocorticoides

AN =M

5. Hormona tiroidea

6. Diazoxido

7. Agonistas B-adrenérgicos
8. Tiazidas

9. Dilantin

10. Interferén-a

11. Otros

F. Infecciones
1. Rubéola congénita
2. Citomegalovirus

G. Formas no comunes de DM
medidas inmunologicamente

1. Sindrome de Stiff-man

2. Anticuerpos receptores anti-insulina
3. Otras

H. Otros sindromes génicos asociados
con DM

. Sindrome de Down

. Sindrome de Klinefelter

. Sindrome de Turner

. Sindrome de Wolfram

. Ataxia de Frederich

. Corea de Huntington

. Sindrome de Laurence-Moon-Bield
. Distrofia mioténica

9. Porfiria

10. Sindrome de Prade-Willi

11. Otros

O~NO O, WN =

IV. DM Gestacional

Tabla 1. Clasificacion etioldgica de la DM (Modificado de Diagnosis and Classification

of Diabetes Mellitus, 2006).



1.1.6 Modelo experimental de DM por estreptozotocina

El estudio de los eventos relacionados con la DM se ha realizado a
través de diversos modelos experimentales, uno de los mas utilizados por su
reproducibilidad es el modelo por administracién de estreptozotocina (STZ)
(Szkudelski, T., 2001), este compuesto destruye de manera selectiva las
células B del pancreas, fue aislado de estreptomyces acromegenes. La dosis
de STZ para los modelos experimentales de diabetes varia entre los 40 y los 65
mg/kg (Ganda et al., 1976), su vida media a pH 4.5 es de 10 a 15 min y la
excrecion es renal. La STZ entra a la célula B del pancreas a través del
transportador GLUT-2 y produce alquilacién del DNA vy del ATP. El dafio al
DNA por la STZ induce a la polirribolisacion del ADP que lleva a la deplecion de
NAD +y ATP. En la mitocondria estimula a la xantina oxidasa, aumentando la
produccion de especies reactivas de aniones superoxido, también inhibe el
ciclo de Krebs y disminuye el consumo de oxigeno de la mitocondria

provocando disminucion de la producciéon de ATP (Nukatsuka et al; 1990).

1.1.7 Complicaciones cronicas de la DM

El aumento sostenido de la glucosa en la DM causa dafio en diversos
oérganos como el rifién, ojos y sistema nervioso. Las alteraciones metabdlicas y
funcionales interactian en forma sinérgica para el desarrollo de las
complicaciones a largo plazo a nivel macrovascular (ateroesclerosis coronaria
acelerada, ateroesclerosis cerebrovascular acelerada, enfermedad vascular de
extremidades inferiores acelerada) y microvascular (nefropatia, retinopatia,

neuropatia).



1.2 NEFROPATIA DIABETICA

La nefropatia diabética es la principal complicacién de la DM tipo1 vy la
DM tipo 2 (Sheetz, 2002) y es la primera causa de enfermedad renal terminal;
alrededor del 33% de los casos de insuficiencia renal estéan asociados a ND
(Sheetz, 2002). La ND afecta del 15-25% de los pacientes con DM tipo1, en los
pacientes con DM tipo2 la prevalencia varia de 39-50% (De los Rios et al.,
2005). Los pacientes presentan esta complicacion entre los 12 y 15 afios de
evolucion de la diabetes, es raro que aparezca con menos de 10 afos de

evolucion 6 después de 30 afos (Ortufio et al., 2001).

1.2.1 FISIOPATOLOGIA DE LA NEFROPATIA DIABETICA

La ND tiene algunas fases en su desarrollo, entre ellas estan los
cambios funcionales que ocurren en la nefrona, a nivel del glomérulo se
produce hiperfiltracién e hiperfuncion glomerular, estos cambios se presentan
aun antes que aparezcan los cambios clinicos medibles. Subsecuentemente se
presenta aumento en el grosor de la membrana basal, hipertrofia glomerular y
expansion mesangial, ademas del incremento de la excrecidén urinaria de
albumina (proteinuria) e hipertension sistémica (Maurer et al., 1984).

Los mecanismos precisos por los cuales se desarrolla la ND no han sido
completamente descritos pero se conoce que existe influencia genética
ademas de alteraciones metabdlicas y hemodinamicas. Las alteraciones
hemodinamicas son principalmente por activacion de sistemas vasoactivos
como el sistema renina—angiotesina aldosterona (SRA-A) y el sistema de
endotelina, en respuesta a la activacion de estos sistemas se producen
citocinas como el factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B-1) y aumento

de la presién intraglomerular y sistémica.



1.2.2 Factores funcionales: Filtracion glomerular

La sangre que se filtra a través del glomérulo hacia la capsula de
Bowman recibe el nombre de filtrado glomerular. La membrana de los
capilares glomerulares se parece a la de otros capilares excepto en que tiene
tres capas, en lugar de las dos habituales:1) el endotelio capilar, 2) la
membrana basal glomerular y 3) una capa de células epiteliales (los podocitos),
que rodean a la superficie externa de la membrana basal de los capilares,
estas capas en conjunto, forman la barrera de filtracion glomerular que permite
el paso de diferentes solutos de acuerdo a su tamafio (peso molecular < 5500
Da) y a su carga (Figura 3). El volumen de plasma filtrado por unidad de tiempo
se conoce como tasa de filtracion glomerular (TFG) y depende de la presion
hidrostatica y de la presion coloidosmotica de las proteinas en la capsula de
Bowman. La microvasculatura renal tiene un sitio de control de resistencia en
las arteriolas aferentes y eferentes lo que permite su relajacion o constriccion

(Brenner et al., 2003).
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Una caracteristica importante del rifidn es su capacidad para mantener
el flujo renal y la TFG relativamente constante, a esta propiedad se le conoce
como autorregulacién. El mecanismo mas importante de autorregulacion renal
es la retroalimentacién tubuloglomerular (RTG). El mecanismo de RTG consta
de dos elementos que se encuentran en las arteriolas aferentes y eferentes y
que actuan conjuntamente para regular la TFG, ambos elementos dependen de
la disposicion anatdomica del aparato yuxtaglomerular, el cual esta formado por
las células de la macula densa (MD) de la porcion inicial del tubulo distal y las
células yuxtaglomerulares situadas en las paredes de las arteriolas aferentes y
eferentes. La macula densa es un grupo especializado de células epiteliales
situadas en los tubulos distales (Fig. 4) que guardan estrecho contacto con las
arteriolas, las células de la macula densa son sensibles a los cambios de
volumen y a la concentracién de solutos (Na+, K+ y CI) en el tubulo distal; la
disminuciéon de la TFG puede retrasar el paso del liquido tubular en el asa de
Henle, lo que va seguido de aumento de la reabsorcion de Na+ y Cl- en la
porcidn ascendente del asa de Henle y por tanto de reduccién en las células de
la macula densa, lo que pone en marcha una sefial emitida por la macula
densa que produce dos efectos 1) disminuye la resistencia de las arteriolas
aferentes, con lo que se eleva la presion hidrostatica glomerular y favorece la
vuelta a la normalidad de la TFG (Figura 4), y 2) aumenta la liberacion de
renina lo que lleva a la formacién de angiotensina Il, la cual produce
vasoconstriccion de las arteriolas eferentes, o que eleva la presiéon glomerular
restableciendo la TFG (Figura 4). Por otro lado, en la membrana apical de las
células de la MD se encuentra el cotransportador Na*/K*/2CI" que permite el

paso de estos iones al espacio intracelular. El incremento de CI” despolariza la



membrana, activando canales a Ca*", permitiendo la entrada de este i6n a la
MD, liberando de esta forma agentes paracrinos como la adenosina,
tromboxano, etc. que contraen el musculo liso vascular. Los receptores A para
adenosina en el musculo liso son importantes en esta respuesta, el efecto que
se provoca es incremento en la resistencia arteriolar aferente y a su vez

disminucién de la TFG (Schnerman et al., 1998).
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Figura 4. Regulacion de la tasa de filtracion glomerular mediante el mecanismo de
retroalimentacion de la macula densa

1.2.3 Hiperfiltracién glomerular
Los signos tempranos de hiperfuncion e hiperfiltracion glomerular
resultan del incremento en la reabsorcidn en los tubulos proximales, esto

origina que las células de la MD detecten menor cantidad de Na* y CI,



asimismo disminuye la presion hidrostatica dentro del tubulo proximal lo que
resulta en un incremento en el gradiente y presion hidrostatica entre el
glomérulo y el tubulo proximal; para normalizar este gradiente a través de la
RTG se incrementa la TFG por vasodilatacion de la arteria aferente y
vasoconstriccion de la eferente restaurandose los electrolitos y fluidos en el
tubulo distal, pero al mismo tiempo se produce dafio que contribuye a la ND

(Vallon et al., 2003).

1.2.4 Microalbuminuria y proteinuria

La microalbuminuria de acuerdo a la clasificacién de Morgensen (1984),
es definida como la excrecién urinaria de albumina entre 20-200 ug/min, que
equivale a 30-300 mg/24h. Un factor clave en la génesis de la microalbuminuria
se relaciona con la alteracion de la sintesis de mesangio y membrana basal,
estos cambios son secundarios a una disminucion en la sintesis de diversas
macromoléculas aniénicas llamadas proteoglicanos de sulfato de heparan que
originan pérdida de la carga negativa en la membrana y por consecuencia
escape de albumina (Vernier et al., 1992; Osterby, et al., 1993). La
microalbuminuria es predictivo del desarrollo de lesién renal diabética, asociado
ademdas, a otras complicaciones diabéticas especialmente enfermedad

cardiovascular (Cooper, 1998).

La proteinuria es definida como la excrecion urinaria de albumina mayor
de 300 mg/24h. La proteinuria persistente es acompana de caida del filtrado
glomerular, sefialando el inicio del deterioro progresivo de la funcién renal

(Morgensen, 1984).



1.2.5 Factores estructurales

El tamafio de los rifiones en la nefropatia diabética es variable. Al
comienzo de la DM, se produce un aumento de la masa renal, del tamafo
glomerular y tubular, y de la superficie capilar de filtracion. Posteriormente, se
reducen hasta llegar a la etapa de rifién terminal conforme avanza la DM vy la
ND (Mauer, 1984; Caramori, 2002).

En el glomérulo se produce un engrosamiento difuso de la membrana
basal y se hace mas permeable a las proteinas y otras macromoléculas,
simultaneamente el material de la membrana basal se acumula en la zona
mesangial, afectando los espacios vascular y urinario. Ademas, en la
membrana basal se producen depédsitos de fibrina y otros agregados que

estimulan la formacién de matriz mesangial (Steffes, 1992).

1.2.6 Factores metabdlicos

Existen varios mecanismos que intentan explicar como la hiperglucemia
origina las complicaciones diabéticas especialmente la ND, entre estos estan:
Glucosilacion no enzimatica de las proteinas, via del poliol y activacion de la

proteina cinasa C (PKC) (Brownlee, 2001; Rodby, 1997).

1.2.6.1 Glucosilaciéon no enzimatica de proteinas

La hiperglucemia favorece un proceso a traveés del cual la glucosa tiene
una unidon no enzimatica con los grupos amino de las proteinas, como
consecuencia se producen moléculas estables (conocidas como productos de
glucosilacién avanzada (PGA) que afectan las proteinas circulantes en la
membrana celular haciéndola mas permeable (membrana basal glomerular) y

las proteinas intracelulares. Estos productos pueden a su vez, generar



formacion de enlaces cruzados en moléculas que normalmente no lo harian,
como la colagena, y con ello capturar moléculas como proteinas plasmaticas o
intersticiales, lipoproteinas tipo LDL; o bien, pueden unirse a receptores de
muchos tipos celulares, como endotelio, linfocitos, macréfagos y células
mesangiales, induciendo cascadas de actividad biolégica como migracion
celular, liberacion de citocinas, factores de crecimiento y otras moléculas, que

contribuyen al desarrollo de las complicaciones (Wellsknecht, 1995)

1.2.6.2 Via del poliol

Otra via dependiente de glucosa es la via del poliol, que ha sido
implicado en la patogénesis de la nefropatia diabética. La hiperglucemia activa
vias metabdlicas alternativas para el consumo de glucosa tal como la via de la
aldosa reductasa, la cual convierte la glucosa en sorbitol y fructosa los cuales
quedan atrapados en el interior de la célula porque la membrana es
impermeable a estos polioles, de esta forma se incrementa la osmolaridad
intracelular (Lee, 1999., Iso, 2001). La acumulacién del sorbitol altera la
actividad de bombas idnicas y se cree que facilita la lesién de las células de
Schwann y los pericitos de los capilares retinianos con la consiguiente
neuropatia periférica y la formacion de microaneurismas retinianos. Esto altera
también la actividad de bombas i6nicas como la Na+-K+ ATPasa e induce la
acumulacién de NADH/NAD+ citosdlico con una caida en el NADPH, lo que
exacerba el estrés oxidativo intracelular, con un incremento en la formacién de

las especies reactivas de oxigeno mitocondrial (Brownlee, 2001).



1.2.6.3 Proteina cinasa

La Proteina cinasa C (PKC) se activa via diacilglicerol (Ceolotto, 1999) y
una de las respuestas que genera es la inhibicion de la produccién de 6xido
nitrico en el glomérulo, aumenta la actividad de endotelina 1, aumenta la
produccion y liberacion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) en
células de musculo liso vascular, aumenta la produccion del factor de
crecimiento transformante 3 (TGF-B), fibronectina y colagena tipo IV en células
glomerulares y mesangiales e incrementa la produccion del inhibidor-1 del
activador de plasminégeno (PAI-1)(Du et al., 2000; Kuboki, 2000). La activacién
de PKC esta relacionada con la via de la proteina cinasa activada por
mitégenos (MAPK), la cual es importante en la sefalizacion intracelular para la
proliferacion e hipertrofia. También aumenta la produccién de prostanoides
vasodilatadores que llevan a la hiperfiltracion e incremento de la permeabilidad

a la albumina (Haneda, 1997).

1.2.7 Factores hemodinamicos

El aumento de la presion intraglomerular fue demostrada por Brenner y
colaboradores (2003), como la primera anormalidad hemodinamica que se
produce por la reduccion de la resistencia arteriolar aferente y eferente con
predominio de la primera. Los cambios hemodinamicos pueden liberar
hormonas vasoactivas como angiotensina IlI, endotelina, o&xido nitrico,
prostaglandinas , cininas, y péptido auricular natriurético, que contribuyen a la
manifestacion de la ND (Tooke, 1995).

La concentracion tisular de angiotensina Il se encuentra aumentada en
la DM lo cual aumenta la presion intraglomerular por su efecto predominante

sobre la vasoconstriccion de la arteriola eferente. Este hecho tiene especial



relevancia en la presion intraglomerular en la diabetes, en la que hay una
pérdida de la autorregulacion renal (adaptacién del grado de vasodilatacion-
vasoconstriccion de la arteriola aferente a la presion sistémica) (Christensen, et
al, 1997). De este modo, la presion arterial sistémica se transmite al glomérulo,
aumentando todavia mas la presion intraglomerular. Como consecuencia de
esta mayor presion intraglomerular se produce un aumento de la distension
glomerular, fendbmeno con capacidad fibrogénica (Yasuda, et al, 1996), e
hiperfiltracion de albumina y otras proteinas. Ademas de sus efectos
hemodinamicos, la angiotensina |l ejerce efectos nocivos sobre el rifidn por su
capacidad de aumentar la produccion de radicales libres y diversas citocinas,
entre ellas factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), que intervienen
en la fibrosis glomerular e instersticial (Mezzano, et al, 2003). También,
disminuye la expresion de la nefrina, proteina interpodocitaria que reduce el

paso transglomerular de proteinas (Doublier, et al, 2003).

1.2.8 Hipertrofia renal

Se ha demostrado que entre las alteraciones mas tempranas después
del inicio de la diabetes se produce hipertrofia renal e incremento de la TFG
(O’Bryan, 1997).

Un 6rgano puede aumentar su tamano total debido al incremento en el
numero de células causado por proliferacion estimulada o por apoptosis
disminuida o por incremento en el tamafio de cada célula individual llamado
hipertrofia. La hipertrofia celular seria definida como el agrandamiento de la
célula debido a un aumento del contenido de RNA y proteinas sin cambios

concomitantes en la sintesis del DNA.



La concentracion alta de glucosa induce parcialmente a través del TGF(3,
la expresion de 2 inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas (CDK),
p21°PTy p27KP!. Estos inhibidores de CDK se unen a complejos ciclina/CDK e
inhiben su actividad y por eso evitan el transito de las fases G1 a S del ciclo
celular (Kamesaki, et al., 1998). La hiperglucemia activa también las cinasas
activadas por mitogeno (MAPK), las cuales a su vez fosforilan directamente
p27X"! en residuos de serina y prolongan la vida media de este inhibidor de
CDK (Waolf, et al., 2002).

Bak demostr6 en el 2000 mediante una serie de experimentos de
hidrodinamica renal que la hipertrofia precede a la hiperfuncién renal (aumento
de la absorcion de solutos y cambios hemodinamicos) en un modelo de
diabetes en ratas. Thomson vy colaboradores en el 2001, demostraron que el
aumento en la tasa de filtracion glomerular se debe principalmente a un
aumento en la reabsorcion del tubulo proximal dado por la hipertrofia que la DM
induce en el rifidn. Por lo tanto se deben considerar factores hemodinamicos,
metabdlicos e hipertrofia renal, para entender como la diabetes afecta al riidn

en estadios tempranos.

1.3 CICLOOXIGENASAS

En 1971 Vane y colaboradores realizaron un trabajo sobre las
prostaglandinas (PGs), leucotrienos y tromboxano, y su formacion a partir de
acidos grasos no saturados por medio de la accion de endoperoxidasas, de las
cuales una mas tarde se denominaria ciclooxigenasa (COX). La COX es la
enzima que cataliza la primera etapa de la conversioén del acido araquidénico

en prostanoides, incluyendo PGs, prostaciclina (PGl.), y tromboxano Az (TXA,)



1.3.1 Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas.

Las ciclooxigenasas son enzimas asociadas a la membrana, contienen
un grupo Hemoprotoporfirina IX (DeWitt, 1988). Se ha demostrado que hay tres
isoformas de ciclooxigenasas (COX-1 COX-2 y COX-3), COX-1 y COX-2
poseen aproximadamente 60% de aminoacidos idénticos (Simmons, et al,
1991), producen cinco prostanoides bioactivos: PGE;, PGF,,, PGD,, PGly y

TXA; (tromboxano Ay) (Figura 5).
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Figura 5. Biosintesis de prostaglandinas. Abreviaturas: Prostaglandinas (PGD2,
PGE2, PGF2a), prostaciclina (PGI2), tromboxano A2 (TXA2). Nomenclatura
enzimatica:(1) sintasa de PGG/H (ciclooxigenasa), (2) sintasa de PGG/H
(hidroperoxidasa), (3) sintasa de prostaciclina, (4) sintasa de tromboxano, (5) sintasa
de PGD (PGH-D isomerasa), (6) sintasa de PGE (PGH-E isomerasa), (7) sintasa de
PGF (PGF reductasa). Las lineas punteadas representan procesos no enzimaticos.



La COX-1 actta como una enzima constitutiva que mantiene una
produccion de prostanoides que participan en procesos fisioldgicos
importantes, por ejemplo cataliza principalmente la reaccidén para produccion de
prostaciclina en la mucosa gastrica y tromboxano en riidn y plaquetas, por lo
que participa de forma importante en la coagulacion sanguinea, en la funcién
renal, y mantiene la integridad gastrointestinal.

La COX-2 es una enzima inducible por citocinas, mitdbgenos vy
endotoxinas en células inflamatorias, aunque también se considera constitutiva
en el rindbn. Es la responsable de la produccion de prostaglandinas que
participan (Simmons, et al, 2004) en procesos fisiopatolégicos como en el
proceso inflamatorio, artritis, enfermedad de Alzheimer y cancer (Dubois et al.,
1998). La expresiéon de COX-2 es menor en los tejidos, pero es inducida por
mediadores que incluyen citocinas, factores de crecimiento, que incluyen el
factor de necrosis tumoral (TNFa) (Yakamoto et al., 1995), interleucina -1 (IL-
18) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Herschman,
1999; Hla et al.,, 1999) promotores tumorales, virus, iones y radiacion UV
(Kujubu et al., 1991).

La COX-3 deriva del gen que codifica la COX-1, pero es estructural y
funcionalmente distinta. Se establecié su papel en la de produccion de fiebre y
dolor a nivel central y no de la inflamacion (Simmons, et al., 2002)

Algunas de las diferencias entre las isoformas COX-1 y COX-2 incluyen
que el gen que codifica para la COX-1 se encuentra en el cromosoma 9 de los
seres humanos, mientras que el correspondiente a la COX-2 se encuentra en el
cromosoma 1 humano. La COX-1 tiene un peso molecular de 65,000-70,000

daltones presenta 3 sitios de glucosilacion a lo largo de su cadena (Nemeth et



al., 2001), la glucosilacion de la asparagina 410 es esencial para sus
actividades ya que promueve propiedades de desdoblamiento de proteinas.
Esto sugiere que la glucosilacion es postranscripcional, sin embargo, una vez
que la COX-1 se ha desdoblado, los residuos glucosilados pueden ser
removidos por endoglucosidasas.

La COX-2 tiene un peso molecular de 72,000 a 75,000 daltones tiene 4
sitios de glucosilaciéon (Nemeth et al., 2001), es observada frecuentemente en
multiples estados glucosilados, que en el Western blot produce una doble o
triple banda caracteristica. La COX-2 es una enzima bifuncional, contiene un
sitio catalitico, que permite la bioxigenacion (agrega dos atomos de oxigeno al
acido araquidonico) para formar el endoperéxido PGG, y un sitio activo para
peroxidasa el cual reduce la PGG;a PGH; (Figura 5).

Durante la DM se ha demostrado un aumento en la cantidad de COX-2
en algunas partes del riidn, en particular, en la MD, asi como un aumento en la
cantidad de radicales dependientes de la actividad de esta enzima (Khan et al,
2001; Tabatabie et al, 2003). También, se ha demostrado el papel de esta
isoforma (COX-2) en los cambios hemodinamicos renales (Komers et al, 2001;

Harris, 2001).

1.3.2 Ciclooxigenasa 2 en el rinédn.

La COX-2 se encuentra en forma constitutiva en el asa de Henle, MD y
podocitos (Harris, 1994). Por medio de técnicas de inmunolocalizacion e
hibridacién in situ su localizacién se ha descrito en microsomas de corteza y
papila (Yang et al., 1998, 1999). En la médula renal la expresién de la COX-2
es un importante componente de la respuesta renal al estrés fisico y a la

deshidratacion. Después de un estado de deshidratacion, la COX-2 es inducida



significativamente, por activacion de la via del NF«B (Hao et. al., 2000); otros
estudios sugieren que es a través de MAP cinasa/JNK, ERK y p38 (Wojtaszek
et. al., 1998).

En la corteza renal se ha documentado la expresién de la COX-2 en la
MD vy en las células adyacentes a la rama ascendente del asa de Henle en
ratdn, rata, conejo y perro (Guan et al.,, 1997; Harris et al, 1994; Khan et al
1998). Hay controversia con respecto a su localizacion en el ser humano,
aunque en personas mayores de 60 anos se localiza en ambos lugares de la
corteza renal. La macula densa esta relacionada con la liberacion de renina al
detectar alteraciones en el cloruro luminal a través del cotransportador
Na’K*2CI~ (Cowly et al., 1994, 1995).

En la DM esta aumentada la expresion de Ila COX-2, en estadios
tempranos de la nefropatia, las prostaglandinas vasodilatadoras tales como la
PGE; han sido implicadas en las alteraciones de la hemodinamica renal en
humanos con DM tipo 1 y modelos experimentales (Schambelan et al., 1985;
Yao et al, 2006). La PGE; es el principal producto del metabolismo del acido
araquidonico por la COX-2 en el rifion (Bonvalet et al., 1987) contribuye en la
hemodinamica renal glomerular y la reabsorcion tubular de Na* y H,O durante
el estrés fisiologico, y puede iniciar la produccion de renina (Jensen et al.,
1996). En el glomérulo la prostaglandina que se encuentra en mayor cantidad
es la PGIl; en humanos y la PGE; en ratas, aunque también se encuentran
PGF, y TXA;. Estas prostaglandinas participan en la regulacion fisiologica de la
hemodinamica renal y la absorcion de solutos por el rifidn, en la RTG después
de la estimulacion de la macula densa, atenuando la respuesta mitogénica y en

la liberacién de renina. La PGE; interactua con cuatro diferentes receptores



designados como EP,, EP,, EP3 y EP4. Los receptores EP4y el EP3 estan
acoplados a IP3 y diacilglicerol, modulan el tono vascular y transporte epitelial,
su activacion provoca constriccidon del musculo liso. Los receptores EP; y EPg4,
contienen proteinas G acopladas a la adenilciclasa, permiten que la PGE;
actue como buffer previniendo la respuesta excesiva a perturbaciones
fisiolégicas y su activacion se traduce en vasodilatacion (Hao, 2000). La
reactividad vascular de las arteriolas eferentes es controlada, al menos en
parte, por la liberacion de prostaglandinas permitiendo la autorregulacion de la
presion glomerular capilar (O ‘Bryan, 1997).

Diversos estudios tanto en pacientes como en animales con diabetes
mellitus experimental consideran a las prostaglandinas factores que
contribuyen a la ND ya que reportan alteraciones en la sintesis renal de
prostaglandinas que producen aumento y disminucién de prostaglandinas
vasodilatadoras. Esta disfuncion de la capacidad vasodilatadora es una
evidencia considerable de que las prostaglandinas estan implicadas en la
vasodilatacion extrarenal y renal endotelial-dependiente. Los mecanismos por
los cuales se desarrollan estos factores no se conoce del todo, ademas de que
muchos de los estudios en modelos animales de DM utilizan tiempos de
evolucion de la DM mas avanzados (minimo dos semanas). Por esta razon en
este trabajo se disefid el estudio en un modelo de DM de siete dias
considerandolo como diabetes temprana, que permita estudiar la participacién

de las prostaglandinas en una fase temprana.



1.1 HIPOTESIS

Durante el desarrollo temprano de la diabetes, el aumento en la
produccion de prostaglandinas promueve un desequilibrio en la hemodinamica

renal que contribuye al inicio de la aparicion de la hipertrofia renal.

1.2 OBJETIVO

Estudiar la participacion de las prostaglandinas en la hipertrofia renal

temprana en la diabetes mellitus producida por estreptozotocina.

1.3 OBJETIVOS PARTICULARES

o Reproduccion del modelo de diabetes en rata

e Caracterizar el desarrollo de hipertrofia renal en ratas, en un modelo de
diabetes mellitus por inyeccién de estreptozotocina.

e Determinar el grado de hipertrofia renal por cociente DNA/proteinas.

e Describir la participacion de las prostaglandinas PGE,, PGl, a través de
su metabolito (6-ceto PGF1 alfa) y TXA; a través de su metabolito TXB,,
en el desarrollo de la hipertrofia renal temprana en la diabetes mellitus.

e Determinar los cambios en la expresion de la COX-2 en la diabetes

mellitus inducida por estreptozotocina con y sin tratamiento de celecoxib.



1 MATERIALES Y METODOS
1.1 MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 250-300g,
los cuales se mantuvieron en condiciones controladas de luz, temperatura y
humedad con acceso libre a agua y alimento. Se les indujo la diabetes mellitus
por administracion de 65 mg/Kg de peso, via i.p. de estreptozotocina (STZ) (S-
0130 CHEMICAL CO, St. Louis, MO U.S.A.) disuelta en buffer de citrato 10mM,
pH 4.5. También se administré celecoxib por via oral para inhibir de manera
selectiva a la ciclooxigenasa 2 (COX-2).
Los grupos experimentales se conformaron de la siguiente manera:
1. Ratas control a las cuales solo se les administro el buffer de citrato.
2. Ratas control (administracion del Buffer de citrato) con tratamiento de
celecoxib a la dosis de 10mg/kg de peso, diluido en el agua de beber.
3. Ratas a las cuales se les administro la STZ
4. Ratas a las cuales se les administr6 STZ y tratamiento de celecoxib a una
dosis de 10mg/kg de peso, diluido en agua de beber.

El tratamiento de los diferentes grupos se llevo a cabo por un periodo de
siete dias a partir de la instauracion de la hiperglucemia. Los animales de todos
los grupos fueron pesados diariamente durante el tiempo que durd el

experimento (7 dias).
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Figura 6.Esquema de tratamiento



1.2 MEDICION DE INDICADORES DE LA FUNCION RENAL

Cuarenta y ocho horas antes de que las ratas fueran sacrificadas, se
colocaron en jaulas metabdlicas con la finalidad de que se adaptaran por un
lapso de 24 horas, en las 24 horas restantes se colecto la orina, se registro el
volumen urinario, el consumo de agua e ingesta de alimento. La orina se
conservo a -80°C para posteriormente llevar a cabo el analisis de proteinuria
por el método de Lowry (1951) y excrecidon de prostaglandinas mediante Kits de

ELISA (Cayman, USA). .

1.2.1 Peso del rindn

Para la determinacion de la hipertrofia renal, antes de sacrificar a los
animales se anestesiaron con pentobarbital sodico (35 mg/Kg, i.p) y se
extrajeron los riflones, se registré su peso fresco. Asimismo, se determiné el
peso del rindn corregido por el peso corporal total obteniéndose el peso renal
por 100 g de peso corporal. Uno de los rifiones se utilizdé para las técnicas de
biologia molecular, el otro riidn fue sometido a la técnica histolégica para

determinar el area glomerular.

1.2.2 Cociente DNA/Proteinas
1.2.2.1Aislamiento de DNA por método de Trizol

El aislamiento del DNA se realiz6 con los procesos descritos en la
técnica con el reactivo de Trizol (Invitrogen). De la corteza renal se tomaron
aproximadamente 100mg de tejido para homogenizarlo en 1ml de Trizol con un
homogenizador (Tissue Tearror, Biospec Products, Inc., U.S.A), enseguida se
realizé la fase de separacion para lo cual las muestras homogenizadas se

incubaron 5 min., a temperatura ambiente en tubos de 1.5 mL para permitir la



disociacion completa de los complejos nucleoproteicos. Se adicionaron 0.2mL
de cloroformo, los tubos se agitaron vigorosamente con la mano por 15 seg, y
se incubaron a temperatura ambiente de 2-3 min, posteriormente se
centrifugaron a 12 000 x g durante 15 min, a 4°C. Enseguida se removio la fase
acuosa que se formo sobre la interfase, a continuacion se precipitdé el DNA con
0.3 mL de etanol al 100%, las muestras se mezclaron por inversion y se
centrifugaron nuevamente a 2000 x g por 5 min., a 4°C, posteriormente se
removid el sobrenadante. La pastilla de DNA se lavé tres veces por 30 minutos
con una solucion compuesta de 0.1M de citrato de sodio en etanol al 10%,
después ésta se suspendio durante 10 min., en 1.5 ml de etanol al 75% y se
centrifugd a 2000 x g por 5 min., a 4°C, el contenido de los tubos se desheché
y se redisolvio el DNA con 400 yL de NaOH 8mM, por ultimo se leyeron las

absorbancias en el espectrofotometro a 260 y 280nm.

1.3 ANALISIS DE ORINA Y PLASMA

1.3.1 Determinacion de la concentraciéon de glucosa sanguinea

La concentracion de glucosa en sangre se determiné en los diferentes
grupos antes de la induccion de diabetes, a las 48h y siete dias después de la
inyeccion de STZ, para lo cual se dejé6 a las ratas en ayuno de 8 h,
posteriormente por puncion de la vena de la cola se tomé una gota de sangre y
se coloco sobre una tira reactiva y se analizé6 mediante un glucometro (ACCU-
CHEK Active, Roche). Los valores de glucosa de 200 mg/dL o mayores se

tomaron para considerar a las ratas como diabéticas.



1.3.2 Determinacion de proteinas en orina

La proteinuria se determiné por el método de Lowry (1951), las muestras
se diluyeron con agua mili-Q 1:100 (grupos: control y control+ celecoxib) y 1:10
(grupos: diabéticas y diabéticas + celecoxib) se tomaron alicuotas de 200 uL
para cuantificar las proteinas totales. La curva patréon se realizé a partir de una
solucion estandar de 0.5 mg/mL de albumina sérica bovina. Se construyo la
curva estandar en un programa de Excel (Microsoft Office) y por extrapolacion
se estim6 la concentracion de proteinas de las muestras, empleando la

ecuacion de la linea recta.

1.3.3 Determinacion de prostaglandinas en orina

La determinacion de la excrecion de prostaglandinas se realiz6 mediante
el uso de Kits de ELISA (Cayman, USA). Las prostaglandinas que se
cuantificaron fueron: prostaciclina (PGl;) que se cuantificé a través de su
metabolito 6-ceto PG F1 alfa, prostaglandina E,; (PGEy) y tromboxano A, (TXA2)

que se cuantificoé a través de su metabolito tromboxano B2 (TXB>).

1.4 ESTUDIO HISTOLOGICO DE LA CORTEZA RENAL

Uno de los rifiones obtenidos, se disecciond para obtener la corteza, ésta
se conservo en formaldehido al 4% para tefiirla a través de la técnica

Hematoxilina-Eosina y medir el area de las células del tubulo proximal.

1.4.1 Técnica de Hematoxilina y Eosina
Primeramente las muestras se lavaron con agua durante 30 min., para
quitar el exceso de formaldehido, luego se deshidrataron con alcohol a

porcentajes ascendentes por periodos de 20 min., (50, 60, 70, 80, 90, 96, 100



% y alcohol amilico), se incluyeron en parafina y se realizaron los cortes del

tejido en un microtomo (Leika) a un espesor de 7p.

Los tejidos cortados y colocados en los portaobjetos, se desparafinaron
introduciendo las rejillas en una estufa de cultivo (marca BG Modelo E-33
durante toda la noche) después se sumergieron en dos cambios de xilol
durante 5 min. Las muestras se fueron rehidratando en un tren descendente de
alcoholes (100, 90, 80 y 70%) hasta agua corriente, posteriormente se tifié con
la Hematoxilina de Harris (colorante basico) por 5 min, se lavaron con agua
corriente por 1 min., para virar de color carmesi a violaceo y enseguida se
tineron con Eosina (colorante acido) por 3 min.,). Se continué la deshidratacion
de las muestras utilizando el tren ascendente de alcoholes (70, 80, 90 y 100%),
después se aclaré con dos cambios de xilol de 5 min. cada uno, por ultimo se
montaron las muestras con Entellan y se observaron los tejidos en un
microscopio optico (Motic) en un campo de 40x para determinar el area de las
células del tubulo proximal renal en los diferentes grupos experimentales
mediante el uso del software Motic Images. Los nucleos se tiien de morado

mientras que el citoplasma tifie de naranja a rosa.

1.5 ANALISIS POR WESTERN BLOT DE LA EXPRESION DE LA
ENZIMA COX-2 EN CORTEZA RENAL DE RATA

1.5.1 Homogenizacion

Se tomaron aproximadamente 100mg de tejido de corteza renal de rata
a los cuales se les anadid 1ml de solucién Tris HCL 0.1M,pH 7.4, con una
mezcla de inhibidor de proteasas (minicomplete), enseguida se molié el tejido
en frio con un homogenizador (Tissue Tearror, Biospec Products, Inc U.S.A) a

una velocidad entre 10000 y 13000 rpm, el homogenizado se centrifugé a 4°C



a 5000 rpm por 10 minutos, para obtener el sobrenadante, el cual se separ6 en

alicuotas de 200 pL para su posterior uso.

1.5.2 Determinacion de proteinas por el método de Lowry

La concentracion de proteinas se determiné con el método de Lowry
(1951). Las muestras del homogenizado se diluyeron (1:100) para de ahi tomar
los 200 uL que se requieren para la muestra problema. La curva patrén se
realiz6 a partir de una solucion estandar de 0.5 mg/mL de albumina bovina
Las muestras se leyeron en el espectrofotometro a una absorbancia de 750
nm. Finalmente se grafico la curva estandar, los valores de concentracion de
proteinas en las muestras se obtuvieron mediante un programa de Excel

(Microsoft Office).

1.5.3 Electroforesis

Por cada alicuota de 200 pL de las muestras homogenizadas, se
mezclaron 20 pL de buffer de carga o solucion Laemmli y 40 pyL de B
mercaptoetanol, como agente reductor, después se hirvieron en un estandar
heatblock a 90° C durante 10 minutos para desnaturalizar las proteinas.
Posteriormente se prepararon los geles de poliacrilamida al 10% (Gel de
corrida) y al 6 % el gel concentrador.

Una vez que los geles solidificaron, se colocaron en la camara de
electroforesis mini Protean 3, Bio Rad con buffer de corrida, después se cargd
en un carril por cada gel 3 yL de marcador de peso molecular (Precision Plus
Protein Dual Color Standard, Bio Rad), en los demas carriles se cargaron 100

Mg de proteina de las muestras, de acuerdo con la cantidad de proteina



obtenida previamente con el método de Lowry. Posteriormente se realizé la

electroforesis a 88 V por 120 min. (Fuente de poder Power Pac 200, Bio Rad).

1.5.4 Transferencia

Al término de la electroforesis, las proteinas separadas presentes en el
gel se transfirieron a las membranas de PVDF (Hybond-P, Amersham
Biosciences) a 18 volts por 45 min. Para este paso las membranas se
prehumedecieron con metanol absoluto por 5 minutos y después se
sumergieron en solucién TBST junto con los papeles filtro. El gel de acrilamida,
la membrana de PVDF y los papeles filtro se ensamblaron evitando que
quedaran burbujas entre las capas, para lo cual se rod6 un tubo de ensayo en
cada capa. Estos se colocaron en la camara de electrotransferencia (Transblot
SD semi Dry Transfer Cell, Bio Rad). Todos los pasos requieren del uso de

guantes y pinzas.

1.5.5 Bloqueo e incubacién con anticuerpos

Una vez terminada la transferencia se realizé el bloqueo de la membrana
con leche (Svelty, Nestlé) al 5% en TBST durante 2 h a temperatura ambiente
en agitacion constante (Speci Mix, Thermolyne o un agitador orbital).

Después del bloqueo, las membranas fueron incubadas con el
anticuerpo primario policlonal de chivo contra COX-2 (72 kDa) (goat IgG, Santa
Cruz Biotechnology) (dilucién 1:400); y de conejo contra B-actina (43 kDa)
(rabbit IgG, Santa Cruz Biotechnology) (dilucién 1:1000), durante toda la noche
a 4°C en agitacion constante. Al término de la incubacién, las membranas se
sometieron a tres lavados de 10 min., con TBST, y se incubaron con el

anticuerpo secundario especifico para COX-2 (antigoat IgG, HRP conjugate,



Santa Cruz Biotechnology) (Dilucion 1:1000) y B-actina (antirabbit (Dilucidn
1:10000), durante 2 h a temperatura ambiente en agitacion constante, las

membranas se lavaron nuevamente con TBST (tres lavados de 10 min.)

1.5.6 Revelado

Para este proceso, las membranas se expusieron por 1 min., en una
mezcla de Luminol (sustrato quimiolumuniscente) (WBL, Santa Cruz
Biotechnology): 1 mL de la solucion A mas 1 mL de la solucién B. Una vez
transcurrido el tiempo, las membranas se colocaron en la camara de revelado
(Biomax, Kodak, con pantalla intensificadora) luego se colocd la pelicula
(Hyperfilm, Amersham Biosciences), se cerré bien la camara para exponer la
pelicula por un tiempo entre 1 a 3 min. A continuacién se saco la pelicula para
sumergirla en solucion reveladora (Kodak Professional Dektol, Rochester, N.Y.,
U.S.A.), se enjuagd con agua y después se sumergié en solucién fijadora
(Kodak Proffesional Rapad Fixer, Rochester, N.Y., U.S.A.) por ultimo se
enjuago nuevamente con agua y se dejo secar.

Finalmente se marcaron las bandas dejadas por el marcador de peso
molecular y se realizé la densitometria de las bandas, con respecto al control
interno (B-actina), para lo cual se escanearon las peliculas fotograficas con un
equipo Fujifilm (Fla-5000). La intensidad de las bandas se determind con el

empleo de un software para analisis de imagenes (Multi Gauge, Fla-5000).



2 ANALISIS ESTADISTICO

En todos los grupos experimentales se realizé el célculo de la media = la
desviaciéon estandar (DE). Los resultados que se obtuvieron en la
caracterizacion del modelo de DM se analizaron con t de Student. Para
determinar si existen diferencias significativas entre los grupos se utilizé
analisis de varianza (ANOVA). Las medias se compararon con la prueba Post
Hoc de Scheffe por medio del programa SPSS version 10. Se consideré una

diferencia significativa si p<0.05.



1 RESULTADOS

1.1 Caracterizacion del modelo experimental de DM

1.1.1 Hiperglucemia

La concentracion de glucosa sanguinea se cuantifico a los siete dias de
la induccién de la diabetes. Se observo que ésta aumentoé en el grupo de ratas
diabéticas con respecto al grupo control (288+59 contra 897 mg/dL,

respectivamente) (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion de glucosa sanguinea a los 7
dias de la induccién de la diabetes de ratas control (C)
y diabéticas (DM) (n=5). Los valores expresan la media
+ DE, *P<0.05

1.1.2 Pérdida de peso corporal

En el registro del peso corporal diario de los animales, se observd que a
los siete dias de la induccion de la diabetes, el grupo control aumenté de peso
(3071£5g), mientras que el grupo de ratas diabéticas disminuy6 a lo largo del

estudio (247+6q) (Figura 8).
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Figura 8. Peso corporal en un periodo de siete dias
posteriores a la induccion de diabetes de ratas control (o)
y diabéticas (e) (n=5). Los valores expresan la media +
DE, *P<0.05.

1.1.3 Ingesta de agua y alimento

Con respecto a la ingesta de agua y alimento (Figuras 9 y 10), estas
fueron menores en el grupo control en comparacién con el grupo de ratas
diabéticas (38.4+4.3 mL y 20.5+ 2g contra 95.6% 5.5 mL de agua y 32+ 1.4g de

alimento, respectivamente).
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Figura 9. Ingesta de agua durante 24h, de ratas control
(C) y diabéticas (DM), a los 7dias del tratamiento (n=5).
Los valores expresan la media + DE, *P<0.05.



Ingesta de alimento (g/24h)

Figura 10. Ingesta de alimento durante 24h, de ratas
control (C) y diabéticas (DM), a los 7dias del tratamiento
(n=5). Los valores expresan la media + DE, *P<0.05.

1.1.4 Volumen urinario

El volumen urinario de 24 h aumentd en el grupo de ratas diabéticas

(96.4+ 5.2 mL) con respecto al grupo control (2.8+ 1.4 mL) (Figura 11).
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Figura 11. Registro del volumen urinario de 24h, de
ratas control (C) y diabéticas (DM), a los 7dias de la
induccion de la diabetes (n=5). Los valores expresan la
media * DE, *P<0.05.



1.1.5 Hipertrofia renal

Se obtuvo el registro del peso de los rifones encontrando un aumento
de la masa renal (Figura 12) en las ratas diabéticas (0.99 + 0.05) con respecto
al grupo control (0.78 + 0.02), esto se puede observar en el cociente del peso
del rindn/ peso corporal (0.40 + 0.01 contra 0.36 + 0.01 respectivamente)

(Figura 13).
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Figura 12. Registro del peso del rifion de ratas control
(C) y diabéticas (DM), a los 7dias de la induccion de la
diabetes (n=5). Los valores expresan la media + DE,
*P<0.05.
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Figura 13. Peso del rifidn corregido por el peso corporal
de ratas control (C) y diabéticas (DM), a los 7 dias del
tratamiento (n=5). Los valores expresan la media + DE,
*P<0.05.



Una ves terminada la serie experimental anterior, se formaron nuevos
grupos de ratas control, diabéticas y se incluyeron los grupos experimentales
tratados con celecoxib. A estos grupos ademas, se les cuantifico el area celular
del tubulo proximal, la proteinuria, el cociente DNA/proteinas, la excrecion de

prostaglandinas y la expresion de COX-2 en la corteza renal.

1.2 Efecto del celecoxib sobre la glucemia

La concentracion de glucosa sanguinea se cuantificé a diferentes
tiempos. Los resultados mostraron que antes de la induccion de la diabetes con
STZ , los niveles de glucosa no presentaron cambios considerables en todos
los grupos experimentales (Figura 14), a las 48h después de la administracion
de SZT los grupos DM y DMCe registraron un aumento de la concentracion de
glucosa (332 £ 49 y 318 £ 69, respectivamente) con respecto a los grupos C y
CCe (91 £ 8 y 105 13, respectivamente) (Figura 15), a los siete dias se
observé que los grupos DM y DMCe mantuvieron un aumento de la glucosa

con respecto a los grupos C y CCe (Figura 16).
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Figura 14. Concentracion de glucosa basal de los
grupos de ratas control (G1), control celecoxib (G2),
diabéticas (G3) y diabéticas celecoxib (G4) (n=6). Los
valores expresan la media + DE, *P<0.05
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Figura 15. Concentracién de glucosa sanguinea a las 48
horas de la inyeccion de estreptozotocina en los
diferentes grupos de ratas control (C), control celecoxib
(CCe), diabéticas (DM) y diabéticas celecoxib (DMCe)
(n=6). Los valores expresan la media + DE, *P<0.05
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Figura 16.Concentracion de glucosa sanguinea a los 7
dias de la inyeccion de estreptozotocina de ratas control
(C), control celecoxib (CCe), diabéticas (DM) y diabéticas
celecoxib (DMCe) (n=6). Los valores expresan la media
+ DE, *P<0.05



1.3 Efecto del celecoxib sobre el peso corporal

En la figura 17 se muestra el peso corporal de los grupos experimentales
en un periodo de siete dias. En los grupos DM y DMCe se observo disminucion
del peso, siendo el peso al final del experimento de 247 g+ 59y 2442 g +
6.4 respectivamente, comparado con los grupos C y CCe (306.8 g £+ 5.1y

293.2 g + 2.8, respectivamente).

320 -

310 A
= 300 - c
= 290 - —¥—-CCe
©
S 80 -8 DM
g —eo— DMCe
8 270 -
° 260 -
S 250 1 *
o

Figura 17. Peso corporal diario de ratas control (C),
control celecoxib (CCe), diabéticas (DM) y diabéticas
celecoxib (DMCe) (n=6), en un periodo de siete dias
posteriores a la induccion de diabetes mellitus. Los
valores expresan la media = DE, *P<0.05.

1.4 Efecto del celecoxib sobre la ingesta de agua

La ingesta de agua fue menor en los grupos C (33 £ 9 mL) y CCe (49 %

5mL) que en los grupos DM (142 + 27mL) y DMCe (146 £ 11mL), figura 18.
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Figura 18. Ingesta de agua durante 24h, de ratas control
(C), control celecoxib (CCe), diabéticas (DM) y diabéticas
celecoxib (DMCe) (n=6), a los 7 dias del tratamiento. Los
valores expresan la media £ DE, *P<0.05.

1.5 Efecto del celecoxib sobre la ingesta de alimento

La ingesta de alimento en los grupos Cy CCe fue 22.6 +6.1y23.1+2g
respectivamente, mientras que en los grupo DM fue 45+1.7g y en el grupo

DMCe fue 37 + 4.42g (Figura 19).
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Figura 19. Ingesta de alimento durante 24 h, de ratas
control (C), control celecoxib (CCe), diabéticas (DM) y
diabéticas celecoxib (DMCe) (n=6), a los 7 dias de
induccion de la DM. Los valores expresan la media + DE,
*P<0.05.



1.6 Efecto del celecoxib sobre el volumen urinario

El volumen urinario fue mayor en las ratas diabéticas con y sin
tratamiento de celecoxib (112.8 mL £ 5.4 y 110.8 mL + 12.3) comparados con

las ratas control con y sin celecoxib (4.4 mL £ 1.5y 3.4mL % 1.5) (Figura 20).
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Figura 20. Volumen urinario durante 24 h, de ratas
control (C), control celecoxib (CCe), diabéticas (DM) y
diabéticas celecoxib (DMCe) (n=6), a los siete dias de la
induccién de la DM. Los valores expresan la media + DE,
*P<0.05.

1.7 Efecto del celecoxib sobre la hipertrofia renal

Al determinar la hipertrofia renal mediante el registro del peso del riidn
se encontro que en los animales diabéticos la masa renal aumenté. En el grupo
de animales diabéticos tratado con celecoxib la masa renal disminuy6 sin
embargo fue mayor que lo registrado en los grupos C y CCe (Figura 21). Se
pesaron ambos rifiones de cada animal en el dia del sacrificio y se realizo la
correccion con el peso corporal total obteniéndose el peso renal por 100 g de
peso corporal. Se encontré que el peso renal de las ratas diabéticas (DM)

(0.54 + 0.02g) es mayor que en los grupos control (C) (0.29 + 0.02g) y control



con celecoxib (CCe) (0.29 + 0.01) y que el tratamiento de las ratas diabéticas

con celecoxib (DMCe) lo disminuy6 (0.43 +0.05) (Figura 22).
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Figura 21. Analisis de la hipertrofia renal. Registro del
peso del rindn de ratas control (C), control celecoxib
(CCe), diabéticas (DM) y diabéticas celecoxib (DMCe)
(n=6), a los siete dias de tratamiento. Los valores
expresan la media + DE, *P<0.05, ¢P<0.05 solo contra
DM.
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Figura 22. Andlisis de la hipertrofia renal. Peso del rindn
corregido por el peso corporal de ratas control (C), control
celecoxib (CCe), diabéticas (DM) y diabéticas celecoxib
(DMCe) (n=6), a los siete dias de tratamiento. Los
valores expresan la media + DE, *P<0.05, ¥P<0.05 solo
contra DM.



1.7.1 Efecto del celecoxib sobre el area celular del tubulo proximal

Se realizaron cortes histoldgicos de la corteza renal (Figura 22) para
cuantificar el area de las células tubulares proximales en los diferentes grupos
experimentales. Los datos mostraron un aumento en el grupo DM (115.98 +
8.08 pz) en comparacion con el resto de los grupos experimentales que
presentaron valores de 88.46 +11.32 p2 en el grupo C, 94.63 + 10.28 p2 en el

grupo CCe'y 90.99 + 11.23 p? en el grupo DMCe (Figura 23).

Figura 23. Cortes histologicos de la corteza renal a los
siete dias de la induccion de la DM.
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Figura 24. Area celular del tabulo proximal renal a los
siete dias de la induccion de la diabetes de ratas
control (C), control celecoxib (CCe), diabéticas (DM) y
diabéticas celecoxib (DMCe) (n=6). Los valores
expresan la media + DE, *P<0.05, 4P<0.05 solo contra
DM.

En la figura 25 se observa que aumento el cociente DNA/ proteinas en el
grupo DM, en el grupo DMCe hubo una disminucion de este, alcanzando

niveles similares a los de los grupos C y CCe.
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Figura 25.Andlisis de la hipertrofia renal. Cociente
DNA/Proteinas de los rifiones de ratas control (C),
control celecoxib (CCe), diabéticas (DM) y diabéticas
celecoxib (DMCe) (n=6). Los valores expresan la media
+ DE, *P<0.05 , *P<0.05 solo contra DM.



1.7.2 Efecto del celecoxib sobre la proteinuria

Se midi6 la cantidad de proteinas totales en un volumen urinario de 24 h;
se observo que las ratas diabéticas y diabéticas con tratamiento de celecoxib
presentaron niveles mas altos de proteinuria (198.2 + 23 y 269.34 + 19mg/24h,
respectivamente) en comparacién con los grupos control (46.3 + 10.9 mg/24h)

y CCe (30.3 + 9.5 mg/24h) (Figura 26).
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Figura 26. Excrecion de proteina total en orina de ratas
control (C), control + celecoxib (CCe), diabéticas (DM) y
diabéticas + celecoxib (DMCe) (n=6). Los valores
expresan la media = DE, *P<0.05.

1.8 Efecto del celecoxib sobre los niveles urinarios de PGI,,
PGE2 y TXA2

La cuantificacion de prostaglandinas  mostro6 aumento de PGl;
(73.101£26.379 ng/24h), PGE, (303.057£175.064 ng/24h) y TXAz

(7.317£2.639 ng/24h) en el grupo DM, siendo mayor el aumento de PGE;. En



el grupo DMCe se observo disminucion de PGl (40.077+5.192 ng/24h), las
concentraciones de PGE; (367.796+175.667 ng/24h) y de TXA; (12.610+£7.411

ng/24h) no se modificaron de manera importante (Figuras 27, 28 y 29).
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Figura 27. La excrecion de PGl, se cuantifico a través de
su metabolito 6-ceto PGF1alfa, durante 24 h a los siete
dias del tratamiento de ratas control (C), control celecoxib
(CCe), diabéticas (DM) y diabéticas celecoxib (DMCe)
(n=6). Los valores expresan la media + DE, *P<0.05,
“P<0.05 solo contra DM.

Figura 28. Excrecién de PGE, durante 24 h a los siete
dias del tratamiento de ratas control (C), control celecoxib
(CCe), diabéticas (DM) y diabéticas celecoxib (DMCe)
(n=6). Los valores expresan la media + DE, *P<0.05.
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Figura 29. La excrecion de TXB2 se cuantifico a través de
su metabolito TXB2 durante 24h a los siete dias del
tratamiento de ratas control (C), control celecoxib (CCe),
diabéticas (DM) y diabéticas celecoxib (DMCe) (n=6). Los
valores expresan la media = DE, *P<0.05.

1.9 Efecto del celecoxib sobre la expresion de COX- 2

Se determiné la expresion de la COX-2 a nivel de proteina en la corteza
renal mediante la técnica de Western Blot. Se encontr6 mayor expresion de
COX-2 en la corteza renal de las ratas diabéticas (DM) en comparacion con las
ratas del grupo control (C) y control con celecoxib (CCe). En las ratas
diabéticas tratadas con celecoxib se encontré menor expresién de COX-2 en
comparaciéon con las ratas diabéticas (DM), alcanzado niveles similares a los

de los grupos C y CCe (Figura 30).
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Figura 30. Analisis de Western Blot para la expresion
proteica de COX-2 en corteza renal, a los siete dias de
la induccién de la diabetes de ratas control (C), control
celecoxib (CCe), diabéticas (DM) y diabéticas celecoxib
(DMCe) (n=4). Los valores expresan la media + DE,
*P<0.05, “P<0.05 solo contra DM.



2 DISCUSION

El estudio de la DM se ha realizado a través de diversos modelos
experimentales, uno de los mas utilizados por su reproducibilidad es el
modelo por administracion de STZ (Szkudelski, T., 2001), que destruye de
manera selectiva las células B del pancreas.

En el presente estudio se observd que a las 48 h, después de la
administracién de STZ, los animales presentaban los signos y sintomas de la
DM, tales como: aumento de la concentracién de glucosa sanguinea, también
se observo pérdida de peso corporal, aumento en la ingesta de agua, alimento
y del volumen urinario. Estos cambios son debidos a que la acumulacion
excesiva de glucosa en la sangre, producto de la insuficiencia insulinica
provocada por la administracion de STZ, genera hiperosmolaridad en la sangre,
lo que produce perdida de grandes cantidades de agua (poliuria) y electrolitos;
la disminucion de agua y electrolitos activa el mecanismo regulador de la
ingestion de agua y da lugar a la polidipsia. Adicionalmente hay un aumento en
la ingesta caldrica, debido a la falta intracelular de glucosa, por lo que el
organismo utiliza las reservas de proteinas y grasas enddgenas para formar
glucosa, que provoca una consecuente pérdida de peso. Sin embargo, al no
poder metabolizarse completamente la glucosa, ésta se sigue acumulando en
la sangre.

La cuantificacién de la masa renal y el peso del rifidn corregido por el
peso corporal se utilizaron como indicadores para medir el dafio renal, las ratas
diabéticas mostraron aumento de estos parametros a pesar de la disminucién
del peso corporal, lo que indica una incipiente hipertrofia renal. Kamesaki y

colaboradores (1998) encontraron que las concentraciones altas de glucosa



inducen la expresién de 2 inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas
(p21Cip1 y p27Kip1) que inhiben el transito de la fase G1 a la S del ciclo
celular, que provoca un incremento en la masa renal sin que se desencadene
una proliferacion celular debido a un aumento del contenido del RNA y
proteinas sin cambios en la sintesis de DNA. Esto induce al proceso de la
hipertrofia temprana, que a su vez propicia el estrés oxidativo y eventualmente
proteinuria, fibrosis, esclerosis, apoptosis, hasta llegar a la etapa de rifidn
terminal (Satriano, 2007).

Numerosos estudios se han enfocado a suprimir la produccién de PG's
en la ND a través de la inhibicién de la actividad de la enzima COX-2 lo que en
parte ha contribuido a la disminucion en la progresion de la enfermedad. En
este estudio administramos celecoxib (inhibidor selectivo de la COX-2), tanto al
grupo de ratas diabéticas como a las control, observandose que ambos grupos
DMCe y DM presentaron un aumento en la concentracién de glucosa, ingesta
de agua, ingesta de alimento, volumen urinario y disminucién del peso corporal
con respecto a los grupos control con y sin celecoxib (C y Cce). Esto indica que
el celecoxib no modifica la DM pues no tiene efecto hipoglucemiante.

Al cuantificar la proteinuria no se encontraron cambios importantes de
esta en los grupos de ratas con celecoxib con respecto a los grupos control,
esto se puede deber a una inhibicidon incompleta de la COX-2 relacionada con
la duracion del experimento (7 dias) y la via de administracion.

Los datos observados en la hipertrofia renal en las ratas diabéticas sin
tratamiento muestran aumento de la masa renal, del cociente DNA/proteinas y
del area celular del tubulo proximal, estos datos estan de acuerdo con los

reportados por Thomson y colaboradores (2001), quienes también proponen



que la hiperfiltracién glomerular resulta de la hipertrofia del tubulo proximal, por
aumento de la ornitina descarboxilasa renal (enzima relacionada con la sintesis
de poliaminas involucradas en procesos de hipertrofia). Otro aspecto a
considerar es la accidon de la ANG Il sobre la hipertrofia renal, ya que ha sido
reportado que los receptores AT1 en las ratas diabéticas se encuentra sobre-
expresados.

Se observd que el peso renal, el cociente DNA/proteinas y el area
celular del tabulo proximal disminuyeron en el grupo de ratas diabéticas
tratadas con celecoxib, alcanzando valores similares a los grupos control. Esto
se debe a que el celecoxib inhibe a la COX-2 como se muestra en la figura 30,
que activa la sintesis de prostaglandinas (en especial de la PGE;) produciendo
vasodilatacién aferente y aumento de la TFG, que es un factor importante que
contribuye a desencadenar la hipertrofia renal. Esto demuestra que los
tratamientos con inhibidores de la COX-2 tienen cierto grado de beneficio en la
nefropatia (Brenner, 2001; Sanchez, 1999), ya que al inhibir la COX-2 se
estaria inhibiendo indirectamente la liberacién de renina y la produccion de
Angiotensina II.

En estadios tempranos de la diabetes se produce hipertrofia tubular
proximal (Thomson et al., 2001) que provoca alteracién en el transporte tubular
proximal ya que se produce aumento en la reabsorcion de Na+ a través del
cotransportador Sodio-Glucosa (Vallon et al.,2003), de esta manera disminuye
el NaCl luminal que llega a la macula densa (MD), lo que activa la
retroalimentacion tubuloglomerular, dando como resultado un incremento de la

tasa de filtracion glomerular y restaurar la entrega de fluido y electrolitos en el



tubulo distal a través de la disminucién de la resistencia arteriolar aferente
(Hostetter et al, 1981; Zats et al. 1986; Ohishi et al,1995).

De acuerdo a los resultados obtenidos en la excrecion urinaria de PG'S
se observo aumento de PGl; (73.101+26.379 ng/24h), PGE; (303.057+175.064
ng/24h) y TXA, (7.317+2.639 ng/24h) en el grupo DM siendo mayor el
aumento de PGE,, lo que sugiere que en la DM se produce principalmente
PGE:; la cual esta asociada con incremento de la TFG. Hisashi y colaboradores
(2002) mencionan que la PGE; es la principal prostaglandina en el rifidn ya que
esta implicada en la fisiologia renal, filtracion glomerular, liberacion de renina,
reabsorcion de sal tubular y en el transporte de agua. Sin embargo, cuando
estd aumentada su produccion produce alteraciones hemodinamicas y dafio
en el tejido renal de ratas diabéticas. Varios trabajos aportan evidencia acerca
de que el sistema renina-angiotensina juega un papel importante en el
desarrollo de la ND, la PGE, puede ser uno de los mediadores que activen
este sistema.

En el grupo DMce hubo una disminucién en la sintesis de PGI, (Figura
27), los niveles en la concentracion de PGE; (Figura 28) y TXA; (Figura 29),
no se modificaron de manera importante, lo que indica que la dosis utilizada de
celecoxib no fue suficiente para inhibir directamente la la produccién de PGE; 6
de TXA; . Posiblemente los niveles de PGE2 y de TXA2 no se modifican por la
participacion de COX-1.

La expresion de la COX-2 en la corteza renal aumentd en ratas
diabéticas comparada con los grupos control con y sin tratamiento de
celecoxib. Estos datos concuerdan con lo reportado por Komers vy

colaboradores (2001), quienes observaron un incremento en la expresion



proteica de la COX-2 en la corteza renal de ratas diabéticas comparada con el
grupo control. La COX-2 se localiza de manera constitutiva en el riidén en la MD
(Harris et el., 1994; Nantel et al., 1999), y se le asocia con la regulacién de la
secrecion de renina y del tono arteriolar aferente (a través de la
retroalimentacion tubuloglomerular) (Person et al., 1991). Se ha reportado que
la superfamilia MAP cinasa, incluyendo las cinasas Erk1/2 y p38 son
mediadoras de la activacion de COX-2 en varias células.

El celecoxib disminuyé de manera importante la expresién de COX-2 en
las ratas diabéticas tratadas pues se observd que alcanzaron niveles similares
a los de los grupos control lo que se relaciona con la disminucion de los niveles
de PGl,. Esto nos sugiere que existe participacion importante de las PG'S en el

dafo renal y se relaciona con la PGl;.



1 CONCLUSIONES

Es posible el desarrollo experimental de hipertrofia renal a los 7 dias de
la induccién de la DM.

El tratamiento con celecoxib atenua la hipertrofia renal pero no la
proteinuria en ratas diabéticas y disminuye la expresion de COX-2 en la

corteza renal de ratas diabéticas.

Las prostaglandinas principalmente vasodilatadoras sintetizadas por
COX-2 juegan un papel importante en el proceso de hiperfiltracion
glomerular que contribuyen al desarrollo de hipertrofia renal en estadios
tempranos. Esta informacion puede servir para discernir nuevas
estrategias terapéuticas, que intervengan en los mediadores que estan

involucrados en los estadios tempranos de la nefropatia diabética.
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