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RESUMEN 
La diabetes mellitus (DM) es un trastorno crónico que se presenta por alteración 

del metabolismo de carbohidratos, proteínas y lípidos; y se caracteriza por 

hiperglucemia. La frecuencia de este padecimiento ha aumentado del 10.5% al 

22%, entre 2000 y 2005. Los pacientes diabéticos sin un adecuado control de la 

glucemia pueden desarrollar diferentes complicaciones, una de las cuales es la 

nefropatía diabética, que afecta entre el 15 y el 25% de los pacientes con DM tipo 

1 y del 30 al 40% de pacientes con DM tipo 2. La nefropatía diabética es 

considerada la principal causa de enfermedad terminal renal que puede llevar a la 

muerte. No se ha descrito claramente la fisiopatología de la nefropatía diabética; 

sin embargo, se sabe que la hiperfiltración glomerular y la hipertrofia renal (HR) 

participan, de manera importante, en su desarrollo. Se ha observado que durante 

la HR se activan diferentes componentes del sistema renina-angiotensina-

aldosterona (SRAA) y que el daño renal durante la DM es causado, 

principalmente, por incremento de la actividad de la angiotensina II, a través su 

receptor AT1, y disminución del receptor AT2. En este trabajo se empleó un modelo 

de DM inducida por estreptozotocina (65 mg kg-1), en ratas macho Wistar con un 

transcurso de 7 días y se inhibió al SRAA por losartán o captopril. Observamos 

que durante la DM se presentaron los síntomas típicos (hiperglucemia, polidipsia, 

poliuria y pérdida de peso), y se observó un aumento del peso renal y 

modificaciones estructurales renales, como: mayor área de las células del túbulo 

proximal; también se presentaron modificaciones funcionales renales, como 

aumento de proteínas en orina. La expresión del receptor AT1 en las células 

tubulares aumentó y el receptor AT2 disminuyó. Al inhibir el SRAA observamos 

que el losartán provocó disminución significativa del consumo de agua, del 

volumen urinario, del peso renal y de la proteinuria; mientras que el captopril no 

modificó significativamente estos parámetros. Para conocer las alteraciones 

causadas por exposición a la alta concentración de glucosa, y determinar el efecto 

directo de los antagonistas de los receptores AT1, AT2 y Mas, se realizaron 

experimentos en células LLC-PK1 y se observó que la expresión de los receptores 
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AT1 y Mas incrementaron en respuesta a la glucosa alta y el receptor AT2 

disminuyó con respecto a lo observado en glucosa normal, lo que podría ser un 

mecanismo homeostático para contrarrestar los efectos Ang II-receptor AT1.  

ABSTRACT 
Diabetes mellitus (DM) is a chronic disorder that occurs by alterations of the 

metabolism of carbohydrates, proteins and lipids, and is characterized by 

hyperglycemia. In Mexico the frequency of DM has increased from 10.5% to 22% 

from 2000 to 2005. Diabetic patients with inadequate glycemic control may develop 

different complications; one of these is diabetic nephropathy, which affects 15-25% 

of patients with type 1 DM and 30-40% of patients with type 2 DM. Diabetic 

nephropathy is considered the leading cause of end-stage renal disease that can 

lead to death. The pathophysiology of diabetic nephropathy is still unclear, but it is 

known that both glomerular hyperfiltration and renal hypertrophy are significantly 

involved in its development. Renal hypertrophy involves activation of different 

components of the renin-angiotensin system (RAS), and it is known that kidney 

damage during DM is mainly caused by increased activity of angiotensin II through 

its AT1 receptor and diminished AT2 receptor. In this work, we used a model of 

streptozotocin-induced DM (65 mg kg-1) in Wistar male rats, with a course of 7 

days, and inhibited the RAS by losartan or captopril administration. Rats treated 

with streptozotocin shows clinical symptoms of DM (hyperglycemia, polydipsia, 

polyuria and weight loss), and increased kidney weight and renal structural 

changes (increased area of proximal tubule cells) were observed; while functional 

changes as increased urinary protein. In diabetic rats AT1 receptor expression 

increased and AT2 receptor expression decreased. Diabetic rats treated with 

losartan significantly reduced water consumption, urinary volume, renal weight and 

proteinuria; whereas captopril did not significantly alter these parameters. We also 

conducted experiments with cultured LLC-PK1 cells, and found that both AT1 and 

Mas receptor expression increased in high glucose concentration; while AT2 

receptor expression decreased with respect to values found in normal glucose, 

which could be a homeostatic response. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Definición y aspectos generales de la diabetes mellitus 

La Diabetes Mellitus (DM) es un trastorno crónico que se presenta con 

alteración del metabolismo de carbohidratos, proteínas y lípidos; se caracteriza por 

hiperglucemia, debido a la inadecuada secreción de insulina, o por deficiencia de 

la acción insulínica, o por efecto de la combinación de ambas, con alta morbi-

mortalidad a nivel mundial (Kumar et al., 2005; Mathis et al., 2001). De acuerdo a 

la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT, 2006) la frecuencia de este 

padecimiento ha aumentado del 10.5% al 22% entre 2000 y 2005. 

1.2 Clasificación 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) clasificó a la DM en: DM tipo 1, 

DM tipo 2, DM gestacional y otros tipos específicos (Tabla 1); las dos variantes 

principales son la DM tipo 1 y la DM tipo 2. La DM tipo 1, antes conocida como 

insulinodependiente o juvenil, es causada, por la destrucción autoinmunitaria de 

las células β, que se localizan en los islotes de Langerhans pancreáticos, por las 

células T; un subtipo de ésta, también se asocia con una grave deficiencia de 

insulina, pero sin signos de alteración inmunitaria por lo que también se le conoce 

como DM idiopática de la DM tipo 1. Por otro lado, la DM tipo 2, conocida 

anteriormente como no insulinodependiente o del adulto, es la más frecuente, 

afecta a cerca del 80% de los pacientes con DM, es causada por resistencia de los 

tejidos periféricos a la acción de la insulina y en ciertos casos por deficiencia 

relativa de la hormona. La mayoría de los expertos considera que la resistencia a 

la insulina es el fenómeno primario, mientras que la deficiencia de la secreción es 

el resultado de la hiperglucemia sostenida y la sobre-estimulación persistente de la 

célula β; sin embargo, el mecanismo del desarrollo de la DM tipo 2 es el menos 

conocido (Brenner et al., 2001; Donath y Halban, 2004 y Tuomilehto et al., 2001). 

La DM gestacional es el resultado de la intolerancia a la glucosa durante el 



 4 

embarazo y en la mayoría de los casos la glucemia regresa la normalidad después 

del parto. 

 
 
Tabla 1. Clasificación de la diabetes mellitus. MODY (Maturity onset diabetes of the young, Diabetes 
tipo 2 de aparición juvenil). 

I. Diabetes mellitus tipo 1 

A. De causa inmunitaria (tipo 1A) 

B. Idiopática 

II. Diabetes mellitus tipo 2 

III. Otros tipos específicos de diabetes 

A. Defectos genéticos de la función de las células caracterizadas por mutaciones de 

1. Factor de transcripción nuclear hepatocítico (HNF) 4α 

2. Glucocinasa 

3. Factor de transcripción Nuclear Hepatocítico 1α 

4. Factor Promotor de la Insulina  

B. Defectos genéticos en la acción de la insulina (por ejemplo, resistencia a la insulina 

del tipo A). 

C. Enfermedades del páncreas exocrino: pancreatitis, pancreatectomía, neoplasia, 

fibrosis quística, hemacromatosis 

D. Endocrinopatías: Síndrome de Cushing, acromegalia, feocromocitoma, 

hipertiroidismo, glucagonoma. 

E. Fármacos o sustancias químicas: glucocorticoides, tiazidas, otros. 

F. Infecciones: rubéola congénita, citomegalovirus, Virus Coxsackie, otros. 

G. Formas desconocidas de diabetes de causa inmunitaria: síndrome del “hombre 

rígido”, anticuerpos antirreceptor de la insulina 

H. Otros síndromes genéticos asociados a diabetes: Síndrome de Down, síndrome de 

Klinefelter, etc. 

IV. Diabetes mellitus gestacional 

1.3 Complicaciones de la diabetes mellitus  

La morbilidad asociada a la DM de larga duración, de cualquier tipo, se debe 

a diversas complicaciones, las cuales pueden clasificarse como: 

a) Complicaciones a corto plazo 

b) Complicaciones a largo plazo 
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 Las complicaciones a corto plazo son: hiperglucemia, hipoglucemia, coma 

hiperosmolar no cetósico y cetoacidosis diabética.  

 

Las complicaciones a largo plazo son: patologías en vasos sanguíneos, ojos, 

nervios y riñones (Goodman, 2003), que conllevan a enfermedades 

cardiovasculares, neuropatía diabética, retinopatía diabética y nefropatía diabética 

(Andersen et al., 1983; Lewis et al., 1993).  

 

1.4 Mecanismos involucrados en el desarrollo de las complicaciones de la 

diabetes mellitus 
Se han estudiado varios mecanismos que relacionan la hiperglucemia con 

las complicaciones de la DM de larga evolución. En la actualidad se considera a 

cuatro de ellos como los más importantes: 1) aumento de la vía de los polioles; 2) 

formación de productos de glicación avanzada (AGEs); 3) activación de la proteína 

cinasa C (PKC); y 4) aumento de la vía de la hexosamina (Fig. 1) (Brownlee, 2001; 

Makino et al., 2002; Rodby, 1997).  

1.4.1 Aumento de la vía de los polioles 

En algunos tejidos que no requieren insulina para el transporte de glucosa, 

como los nervios, el cristalino, los riñones y los vasos sanguíneos, la 

hiperglucemia provoca aumento de la glucosa intracelular; donde es reducida a 

sorbitol por la aldosa reductasa, que posteriormente se oxida a fructosa por una 

segunda enzima, la sorbitol deshidrogenasa. La acumulación de sorbitol y fructosa 

incrementa la osmolaridad intracelular, provocando entrada de agua y lesión 

celular osmótica. En el cristalino el agua, osmóticamente absorbida, provoca 

tumefacción y opacidad. La acumulación de sorbitol también altera las bombas 

iónicas y se cree que facilita la lesión de las células de Swann y los pericitos de los 

capilares retinianos, con la consiguiente neuropatía periférica y formación de 

microaneurismas retinianos. En el caso del riñón (mesangio y células del túbulo 

proximal), la acumulación de sorbitol altera la concentración de mio-inositol celular 

y reduce la actividad de la Na+/K+ ATPasa. La fructosa, como segundo producto de 
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la vía, puede contribuir a la fructosilación no enzimática de proteínas y a la 

generación de AGEs (Dunlop, 2000). 

1.4.2 Glicación y formación de productos de glicación avanzada (AGEs) 

Los azúcares se unen covalentemente con los grupos amino libres de 

proteínas, lípidos y ácidos nucleícos. El grado de glicación no enzimática es 

proporcional al valor de la glucemia. Los productos de glicación precoz del 

colágeno y otras proteínas de vida larga que existen en los intersticios y en las 

paredes de los vasos sanguíneos experimentan reordenamientos químicos que los 

llevan a formar estructuras complejas llamadas productos terminales de glicación 

avanzada (AGEs). Los AGEs en proteínas como el colágeno generan enlaces 

cruzados entre los polipéptidos, los cuales pueden atrapar proteínas plasmáticas 

intersticiales no glucosiladas, entre otras las lipoproteínas de baja densidad (LDL), 

con lo que se retrasa su salida desde la pared del vaso, facilitando el depósito de 

colesterol. Los AGEs pueden alterar la estructura y función de capilares, incluidos 

los del glomérulo renal, resultando en el aumento del grosor de las membranas 

basales, haciéndolos más permeables (Kumar et al., 2005). 

 

Los AGEs pueden unirse a receptores de diferentes tipos celulares, como: 

endotelio, monocitos, macrófagos, linfocitos, células mesangiales, entre otras. Esa 

unión induce diversas actividades biológicas, como migración de monocitos, 

liberación de citocinas y factores de crecimiento por los macrófagos, aumento de 

la permeabilidad endotelial, incremento de la proliferación y síntesis de matriz 

extracelular por los fibroblastos y las células musculares lisas. Otros eventos de 

señalización inducidos por los AGEs son: activación de proteínas cinasas 

activadas por mitógenos (MAPKs) y factores de transcripción como el Factor 

nuclear de transcripción kappa B (NF-κB), que incrementan la actividad de varios 

factores de crecimiento, como el Factor de Crecimiento Transformante-β (TGF-β), 

y de ese modo alteran la expresión de proteínas de matriz extracelular (ECM). 

También provocan el aumento de la síntesis de colágeno I y IV, disminuyendo la 

expresión de proteoglicanos y promoviendo la polimerización y expansión de 
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proteínas anómalas de ECM (Kumar et al., 2005; Chen et al., 2000; Kanwar et al., 

2008; Wolf et al., 2002). 

1.4.3 Activación de la proteína cinasa C (PKC) 

Varios estudios han reportado que los niveles de diacilglicerol (DAG) en el 

tejido vascular, la retina, la aorta, el corazón y el glomérulo renal están 

incrementados en la DM. Este aumento del DAG también fue reportado en células 

vasculares en cultivo, con dos concentraciones de glucosa en el medio de cultivo 

5.5 y 22 mM por 3-5 días; como consecuencia de la elevación de la concentración 

de DAG, aumenta la actividad de la PKC, responsable de múltiples complicaciones 

de la DM, que incluyen alteraciones en el flujo sanguíneo, engrosamiento de la 

membrana basal, expansión de la matriz extracelular, aumento de la 

permeabilidad vascular, angiogénesis y crecimiento celular, alteraciones 

características de la nefropatía diabética (ND) (Lee et al., 1989). 

 

El aumento de actividad de la PKC, modula la expresión genética de las 

células mesangiales, incluyendo la síntesis proteica de ECM, especialmente 

colágeno tipo IV y fibronectina, mediados por el TGF-β (Huang y Preisig, 2000). La 

activación de PKC se relaciona con activación de MAPKs, y es importante en la 

señalización extracelular para la proliferación e hipertrofia. La activación de PKC 

aumenta la producción de prostaglandinas vasodilatadoras (PGE2 y PG2), que 

participan en la hiperfiltración e incremento de la permeabilidad a la albúmina 

(Kanwar et al., 2008). 

1.4.4 Aumento de la vía de la hexosamina 

Aproximadamente 2-5% de la glucosa entra a la vía de biosíntesis de 

hexosamina. En ésta vía, la fructosa-6-fosfato es convertida por la enzima 

glutamina-fructosa-6-fosfato aminotransferasa a glucosamina-6-fosfato y 

finalmente a uridina difosfato N-acetilglucosamina (UDP-N-acetilglucosamina); 

este último puede servir de sustrato para varias reacciones: la glicación de 

proteínas intracelulares, la síntesis de glucolípidos y proteoglicanos y la formación 

de moléculas ancladoras de glicosil fosfatidil inositol. Ante condiciones de glucosa 
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alta se ha observado, tanto in vivo como in vitro, que la biosíntesis de 

hexosaminas incrementa en células endoteliales, mesangiales y del músculo liso 

(Goldberg et al., 2006). 

 

Las hexosaminas estimulan la expresión de genes proescleróticos en las 

células mesangiales in vitro como el TGF-β, el Inhibidor del Activador del 

Plasminógeno-1(PAI-1), fibronectina y laminina, los que aceleran la acumulación 

de ECM y expansión mesangial in vivo, características de la DM (Satriano, 2007; 

Schleicher y Weigert, 2000). 

 
Fig. 1. Principales mecanismos que desencadenan el desarrollo de la nefropatía diabética. 
AGEs, productos de glicación avanzada; PKC, proteína cinasa C, NADPH oxidasa, nicotinamida 
adenina dinucleótido fosfato-oxidasa; ROS, especies reactivas de oxígeno; RNS, especies 
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reactivas de nitrógeno; Ang II, Angiotensina II; EMC, matriz extracelular. Modificado de Kanwar et 
al., 2008 y Lakshmanan et al., 2011. 

1.5 Nefropatía Diabética  
La ND es una complicación frecuente en pacientes con DM sin control 

adecuado de su glucosa sanguínea. Afecta del 15 al 25% de los pacientes con DM 

tipo 1 y entre el 30 y 40% de los pacientes con DM tipo 2, e implica daños micro y 

macrovasculares, y es considerada como la principal causa de enfermedad renal 

terminal que puede llevar a la muerte (Benter et al., 2007; Hovind et al., 2001; 

Sheetz y King, 2002; Wang et al., 2011).  

El síndrome clínico de la ND consiste en proteinuria, hipertensión y 

disminución progresiva de la tasa de filtración glomerular (Andersen et al., 1983; 

Hovind et al., 2001; Mauer et al., 1984; Kumar et al., 2005; Schena y Gesualdo, 

2005; Seyer-Hansen, 1983). Durante su desarrollo se presentan cambios 

estructurales y funcionales.  

Dentro de los cambios estructurales se incluyen: la hipertrofia renal (HR), la 

cual es uno de los cambios más tempranos que consiste en el incremento de 

tamaño de cada célula renal (Wolf, 2002), la glomeruloesclerosis difusa, que es 

una de las primeras anormalidades demostradas con el microscopio electrónico e 

incluye engrosamiento difuso de la membrana basal capilar del glomérulo, el 

aumento de ECM y la proliferación de las células mesangiales (Kumar et al., 

2005), así como la glomeruloesclerosis nodular (glomeruloesclerosis intercapilar 

o enfermedad de Kimmelstiel-Wilson), que consiste en una lesión de los 

glomérulos causada por depósitos nodulares de la matriz laminar en el centro 

mesangial del lobulillo, esos nódulos se desarrollan en la periferia del glomérulo 

(Kumar et al., 2005). Se presentan lesiones vasculares con formación de 

ateromas en las arterias renales o sus ramas principales, produciendo isquemia y 

contracciones generalizadas o infartos focales (Kumar et al., 2005; Lackshmanan 

et al., 2011; Makino et al., 2002; Stanton y King, 2011; Thomson et al., 2002; 

Ziyadeh, 1993).  

Los cambios funcionales son: hiperfiltración glomerular e hiperfunción; la 

hiperfiltración es el aumento de la tasa de filtración glomerular, considerado como 

indicador del control de la glucemia, así como factor de desarrollo de ND 
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(Hostetter, et al, 1981; Jerums et al., 2010; Li et al., 2004). Bak et al., (2000), 

demostraron en un modelo de diabetes inducida con estreptozotocina (STZ) en 

ratas, mediante una serie de experimentos de hidrodinámica renal que la 

hipertrofia se presenta incluso 24 h después de la inducción de la hiperglucemia y 

precede a la hiperfunción renal (aumento de la absorción de solutos y cambios 

hemodinámicos). Thomson et al., (2002) demostraron que el aumento en la tasa 

de filtración glomerular se debe principalmente al aumento en la reabsorción del 

túbulo proximal dado por la hipertrofia que la DM induce en el riñón. Estos autores 

demostraron que en la diabetes inducida por STZ, la ornitina descarboxilasa 

(ODC), enzima que interviene en el desarrollo de la hipertrofia proximal inducida 

por la DM, aumenta un día después de administrar el compuesto y que el 

tratamiento previo con un inhibidor específico de la ODC atenúa la HR. De esta 

manera, estos grupos de investigadores sientan las bases para pensar que, 

aunque la nefropatía diabética puede ser un evento tardío en la evolución de la 

DM, los cambios iniciales que conllevan a dicha complicación suceden de manera 

muy temprana.  

 

El túbulo contorneado proximal reabsorbe cerca del 65% del NaCl del filtrado 

glomerular, y del restante 35%, sólo 10% alcanza la mácula densa. Este NaCl 

regula la expresión de la ciclooxigenasa (COX)-2, la cual a su vez, participa en el 

mecanismo de señalización para la liberación de renina. Durante la DM se ha 

demostrado un aumento en la cantidad de COX-2 en algunas partes del riñón, en 

especial de la mácula densa, así como un aumento en la cantidad de radicales 

libres dependientes de la actividad de esta enzima (Khan et al., 2001; Schambelan 

et al., 1985; Tabatabaie et al., 2003). 

 

Asimismo se ha demostrado la participación de COX-2 en los cambios 

hemodinámicos renales en la DM (Perazella y Eras, 2000). 
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1.6 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) 
La renina liberada por el mecanismo de señalización de la COX-2 

constituye el primer paso en la producción de angiotensina II (Ang II) (Fyhrquist y 

Saijonmaa, 2008; Paul et al., 2006). 

El papel de la Ang II durante la diabetes sobre la fisiología y morfología 

renal se ha estudiado intensamente a raíz de la demostración en animales y en la 

clínica de la mejora en la función renal y el efecto renoprotector de los fármacos 

inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y los antagonistas de los 

receptores AT1 (Arici y Erdem, 2009; Mogensen, 1982; Donnelly, 1992; Maschio et 

al., 1996; Hilgers y Mann, 2002; Rossing et al., 2002) de especial interés resulta el 

hecho de que el tratamiento con diversos fármacos que bloquean la acción de Ang 

II revierte los cambios hipertróficos observados en el corazón de los pacientes 

diabéticos con nefropatía (Suzuki, 1993). Estos medicamentos mejoran 

importantemente parámetros como la proteinuria, la acumulación de colágeno y 

los cambios hemodinámicos glomerulares en modelos animales. Muchos de estos 

efectos se han relacionado con la capacidad de Ang II de estimular a su vez otros 
compuestos, entre los que sobresale el factor de crecimiento transformante β 

(TGF-β) (Kanwar, 2008; Wolf et al., 1993).  

    

     Existen varios reportes en los que se ha demostrado la participación del SRAA 

en el desarrollo de la HR (Makino et al., 2002; Okada et al., 1993; Taniwaki et al. 

2003; Yarger et al., 1980). La Ang II es un mediador central en el daño renal 

debido a su capacidad de producir hipertensión capilar glomerular, daño al epitelio 

glomerular, al endotelio y a las células mesangiales. Tanto la Ang II como la 

aldosterona tienen varios efectos no hemodinámicos que son importantes en dicha 

patogénesis, incluyendo la activación de rutas asociadas a la inflamación, fibrosis, 

acumulación de matriz extracelular, producción de ROS nefrotóxicas (Siragy y 

Carey, 2010), estimulación de la proliferación celular y el remodelamiento del 

tejido mediante incremento de la síntesis de citocinas profibróticas tales como 

TGF-β1 (Huang y Preisig, 2000). La Ang II también incrementa la deposición de 
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colágeno III por inhibición de proteasas cuya función es degradar proteínas 

anormales en el tejido (Lakshmanan et al., 2011). 

 

El SRAA tiene como función principal la regulación homeostática de la 

presión arterial y la composición de electrolitos en los líquidos corporales (Braun-

Menéndez et al., 1946; Xu et al., 2009). Este sistema ha sido estudiado 

extensamente debido a sus acciones fisiológicas y su participación en la 

fisiopatología de la hipertensión; una de las aportaciones recientes es el 

descubrimiento de que el SRAA también actúa a nivel local (Paul et al., 2006; 

Miyazaki y Takai, 2006). El SRAA está integrado por la enzima renina (44 kDa), 

sintetizada, almacenada y secretada por las células granulares del aparato 

yuxtaglomerular del riñón; esta enzima hidroliza la unión entre los residuos 10 y 11 

del amino terminal del angiotensinógeno (62 kDa) generando Angiotensina I (Ang 

I), un decapéptido. La enzima convertidora de angiotensina (ECA), hidroliza dos 

aminoácidos de la Ang I, produciendo Ang II (Skeggs et al., 1954).  

 

Los efectos de la Ang II se producen por interacción con sus receptores AT1 

y/o AT2. Cuando interacciona con el receptor AT2 produce diuresis, natriuresis, 

apoptosis y vasodilatación. Sin embargo, la Ang II produce sus efectos a través de 

la interacción con el receptor AT1, estimulando la reabsorción de Na+, liberación de 

la hormona antidiurética (ADH), vasoconstricción, proliferación celular, secreción 

de aldosterona y sed, estos efectos están relacionados con el control y 

mantenimiento de la presión arterial, la sobreactivación Ang II-AT1 es un factor 

muy importante que participa en el desarrollo de la hipertensión arterial (Fig. 2) 

(Carey y Siragy, 2003; Faggiotto y Paoletti, 1999; Nguyen et al., 2002; Ribeiro-

Oliveira et al., 2008; Xu et al., 2009). 
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Fig. 2. Principales péptidos del sistema renina-angiotensina-aldosterona y los efectos 
mediados por la interacción con sus correspondientes receptores. ECA, Enzima 
Convertidora de Angiotensina; ECA-2, Enzima Convertidora de Angiotensina-2; AT1, 
Receptor tipo 1 de Angiotensina II; AT2, Receptor tipo 2 de Angiotensina II; NEP, 
Endopeptidasa Neutral; Mas, Receptor de Angiotensina-(1-7). Modificado de Fyhrquist y 
Saijonmaa, 2008. 

 

Recientemente se ha mostrado que el SRAA, además de formar Ang II, 

también forma otros compuestos vasoactivos, entre los cuales está la 

Angiotensina III (Ang III) heptapéptido sintetizado por aminopeptidasas que 

hidrolizan el residuo de arginina del extremo aminoterminal de Ang II. Se ha 

demostrado que la Ang III tiene efectos similares a los de la Ang II pero con menor 

potencia. La Ang II aumenta la presión sanguínea, la liberación de vasopresina y 

la sed; también estimula la liberación de aldosterona e induce natriuresis, 



 14 

probablemente a través de su interacción con el receptor AT2, cuando se 

encuentra bloqueado el receptor AT1. Además, en células renales estimula la 

expresión de varios factores de crecimiento, mediadores proinflamatorios y 

proteínas de la matriz extracelular (ECM). La Ang III normalmente se une a los 

receptores AT1 y AT2 (Ribeiro-Oliveira et al., 2008).  

 

La Angiotensina IV (Ang IV) es generada a partir de Ang III por acción de la 

aminopeptidasa M. Este péptido biológicamente activo interactúa con el receptor 

AT4 y se cree que también interactúa con el receptor de insulina (IRAP) 

provocando vasodilatación, hipertrofia y activación de NF-κB, seguido del 

incremento de la expresión de PAI-1, de la Proteína Quimioatrayente de Monocitos 

(MCP-1), interleucina-6 y del Factor de Necrosis Tumoral-α (TNF-α). Varios 

estudios sugieren que la Ang IV funciona como un importante regulador en el 

aprendizaje, el metabolismo renal y el daño cardiovascular. La Ang IV regula el 

crecimiento de fibroblastos cardiacos, células endoteliales y células del músculo 

liso vascular (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).  

 

La Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] (Fig. 2) es un péptido formado por 7 

aminoácidos, es sintetizado a partir de la Ang I (Ribeiro-Oliveira et al., 2008) por 

acción de la prolilendopeptidasa, la prolilcarboxipeptidasa y por la enzima 

convertidora de angiotensina-2 (ECA-2) (Donoghue et al., 2000), homologa a la 

ECA, y también a partir de Ang II por acción de la ECA-2 (Fig. 3); se ha localizado 

en las membranas celulares de cardiomiocitos, en testículos y en el endotelio 

renal, incluso en donde se encuentra en concentraciones comparables a las de 

Ang II (Carey y Siragy, 2003; Santos et al., 2008). Sus niveles en plasma 

incrementan marcadamente en respuesta a inhibidores de la ECA (Ribeiro-Oliveira 

et al., 2008). La Ang-(1-7) produce vasodilatación, natriuresis y diuresis; inhibe la 

angiogénesis y el crecimiento celular. Si bien la Ang-(1-7) puede interactuar con el 

receptor AT1 produciendo efectos opuestos a los de Ang II, se ha reportado que 

también tiene un receptor específico, el receptor Mas (37kDa), una proteína con 

siete dominios transmembranales que se acopla a proteínas G (Chappell et al., 
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1998; Kostenis et al., 2005; Santos et al., 2003), el cual es estructuralmente 

diferente a los receptores AT1 y AT2 (Ribeiro-Oliveira et al., 2008). La importancia 

de la Ang-(1-7) radica en que contrarresta la acciones cardiovasculares 

producidas por Ang II, sin intervenir en la unión de Ang II a los receptores AT1 y 

AT2, es decir, contrarresta sus acciones a través de la producción de NO, 

liberación de prostaglandinas vasodilatadoras y su acción sinérgica con 

bradicinina (BK) (Chappell et al., 1998; Gwathmey et al., 2010; Heitsch et al., 

2001). La Ang-(1-7) tiene efecto vasodilatador, por lo que este péptido podría ser 

un importante modulador del tono vascular (Carey y Siragy, 2003; Grobe et al., 

2006). Se ha reportado que la ausencia de Ang-(1-7) aumenta el estrés oxidativo y 

la inflamación así como la activación de MAPKs las cuales participan de manera 

importante en el desarrollo de HR (Lakshmanan et al., 2012) 

 

 
Fig. 3. Biosíntesis de la Ang-(1-7). La ECA corta entre los aminoácidos fenilalanina e histidina de 
Ang I formando al decapéptido Ang II, donde la ECA-2 corta a la fenilalanina formando Ang-(1-7). 
La NEP corta entre prolina y fenilalanina dando origen directamente a Ang-(1-7). La ECA-2 también 
puede cortar entre los aminoácidos histidina y leucina de Ang I formando Ang-(1-9), en la cual 
pueden cortar tanto la NEP como la ECA entre los aminoácidos prolina y fenilalanina formando 
Ang-(1-7) (Modificado de Peach, 1977). 
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2. ANTECEDENTES 
En la ND se ha demostrado que los antagonistas del receptor AT1 y los 

inhibidores de la ECA contribuyen a la protección del riñón (Kostenis et al., 2005; 

Su et al., 2006) y también se ha postulado que una parte de sus efectos benéficos 

se deba a través de la activación de la Ang-(1-7) (Benter et al., 2007; Kucharewicz 

et al., 2002). 

 

Remuzzi et al. (1993) demostraron que la administración de losartán disuelto 

en el agua de bebida (30-35 mg kg-1), a ratas macho Sprague-Dawley, de 4-6 

semanas de desarrollo de DM producida por administración de STZ, previno el 

incremento de la tasa de filtración glomerular (TFG), así como de la proteinuria y el 

daño glomerular. 

 

Parving et al. (2001) mostraron que el irbesartán reduce significativamente la 

albuminuria, provocando un cambio mínimo (1 y 3 mm Hg) en la presión sistólica, 

y concluyeron que su efecto renoprotector es independiente de la presión 

sanguínea sistémica. 

 

Grobe et al. (2006) estudiaron los efectos de la infusión de Ang-(1-7) en ratas 

Sprague-Dawley en ratas hipertensas por Ang II, las cuales también presentaron 

hipertrofia en miocitos y fibrosis intersticial miocardial por Ang II. Observaron que 

Ang-(1-7) atenúo significativamente la hipertrofia de cardiaca y la fibrosis 

intersticial, sin cambios en la presión sanguínea. Posteriormente al administrar D-

Ala-Ang-(1-7) [antagonista de la Ang-(1-7)] se reiniciaba el daño, la hipertrofia de 

miocitos y la fibrosis intersticial. 

 

Iwata et al. (2005) observaron que en fibroblastos cardiacos al administrar 

Ang-(1-7) en concentraciones nanomolares, se pueden contrarrestar los efectos 

hipertróficos de Ang II, reduciendo la síntesis de colágeno y de endotelina-1 e 

inhibiendo la expresión de mRNA de factores de crecimiento. 
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Brenner et al. (2001) realizaron un estudio en pacientes con DM (doble-

ciego) y comprobaron que el losartán (50-100 mg cada 24 h durante 3.4 años) 

redujo la proteinuria 30% y aumentó la depuración de creatinina cerca de 18%. 

 

3. HIPÓTESIS 
Si en un modelo de DM temprano la Ang II media el daño renal, entonces al 

antagonizar al receptor AT1 o inhibir la formación de Ang II disminuirá o evitará el 

daño renal con la posible participación de Ang 1-7 a través de su receptor Mas.  

4. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la participación de la Ang-(1-7), a través de su receptor (Mas) en la 

hipertrofia renal, en un modelo de diabetes mellitus temprano  

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

Reproducir el modelo de DM inducida por STZ en rata. 

Estudiar el desarrollo de la HR.  

Determinar los cambios en la expresión de los receptores AT1, AT2 y Mas en 

respuesta a la inducción de DM por administración de STZ.  

Determinar los cambios en la expresión de los receptores AT1, AT2 y Mas en ratas 

diabéticas tratadas con captopril o losartán. 

Determinar los cambios en la expresión de los receptores AT1, AT2 y Mas en las 

células renales expuestas a concentración alta de glucosa. 

5. METODOLOGÍA 

5.1 Material biológico 

Para los experimentos in vivo, se utilizaron ratas Wistar macho, de 230-270 g 

de peso corporal, suministradas por el Bioterio de la FES Iztacala, UNAM. Todas 

las ratas se mantuvieron en condiciones similares de luz/oscuridad ((12 h/12 h) y 

con acceso de alimento y agua ad libitum. 
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Para los experimentos con células aisladas se empleó la Línea Celular del 

epitelio tubular proximal Renal de Cerdo (LLC-PK1) obtenidas de la ATCC 

(American Type Culture Collection). 

5.2 Reactivos de uso general 

Buffer de citrato pH 4.5: Solución de citrato de sodio 10mM y ácido cítrico 10mM 

en proporción 45:55, respectivamente, y el pH se ajustó a 4.5 con NaOH. 

Amortiguador Salino de Fosfatos (PBS) (10X): 80 g NaCl, 2 g KCl, 11.5 g 

Na2HPO4.7H2O y 2 g KH2PO4 aforando a 1 L. 

Buffer Laemli (de carga) 10 X: 12.5 mL de Tris 0.5 M pH 6.5, 2 mL de SDS al 50%, 

10 mL de glicerol, 0.5 mL de H20 y 0.12 g de azul de bromofenol. 

Paraformaldehído: En PBS a 60º C se calienta la cantidad que corresponda al 4% 

de formaldehído llevando el pH a 7 con NaOH. 

Eosina SOLVESA. 

Hematoxilina ROYAL Chemical. 

Parafina marca Represa. 

Etanol LACOR. 

5.3 Reactivos especiales: 

Estreptozotocina (S-0130, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U. S. A.). 

Pentobarbital sódico (Barbithal Holland RX). 

Losartán Cozaar 50 mg Pfizer. 

Captopril Sigma Life Science C4042-5G. 

TRIZOL® Reagent (Invitrogen Catálogo No. 15596-018, Lote no. 13701). 

Kit para cuantificación de creatinina Linear Chemical, Joaquim Cost. 

Marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standard, Bio Rad. 

Anticuerpo AT1 (N-10) IgG Policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology. 

Anticuerpo AT2 (H-143) IgG Policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology. 

Anticuerpo Mas pAb anti-MAS1 Novus Biologicals. 

Anticuerpo β-actina(C-11) IgG Policlonal de cabra. 

Anticuerpo anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology. 
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Anticuerpo donkey anti-goat IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology. 

PD123,319 di(trifluoroacetate) sal hydrate Sigma. 

Antagonista D-Ala-Ang-(1-7) Bachem Americas Inc. 

5.4 Equipo de laboratorio 

Glucómetro ACCU-CHEK Active, Roche 

Agitador magnético Corning PC-353.  

Micropipetas Gilson (10, 20, 100, 200 y 1000 µL). 

Balanza digital BH EXCELL. 

Balanza analítica Mettler H10 Hoffman-Pinther. 

Ultracongelador REVCO Kendro Laboratory Products Modelo ULT1386-5-A36. 

Centrífuga Clínica Modelo J-12 SOL-BAT Aparatos científicos. 

Microcentrífuga Eppendorf 5418. 

Espectrómetro Genesys 20. 

Espectrómetro Ultrospec 3300pro UV/Visible Spectrophotometer Amersham 

Biosciences. 

Microtomo Spencer 820. 

Histoquinete LEYCA 2000. 

Estufa bacteriológica Selecta. 

Baño termostatizado para histología AISI 304. 

Lector ELISA Thermo Labsystems Multiskan Ascent. 

Densitómetro Sistema de documentación de geles BioSens, Bio Top Modelo SC 

645. 

Cámara para cultivo celular De Vecchi Ingenieros S.A. de C.V.  

Incubadora de células Thermo Electron Corporation, Forma Senes II Water 

Jacketed CO2 Incubator HEPA Class 100. 

Homogenizador IKA® T10 basic Ultra-Turrax. 

Agitador Super-Mixer 1290 Lab-Line Instruments, Inc. 

Sistema semi-seco de transferencia Trans-blot SD BioRad. 

Cámaras para electroforesis Mini PROTEAN® Bio Rad. 

Membranas de PVDF Amersham Hybond™-PGE Healthcare. 

Fuente de poder Power Pac 200 Bio Rad. 
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5.5 Reproducción del modelo de diabetes mellitus 

Los diversos modelos experimentales permiten el estudio de los eventos 

relacionados con la DM, uno de los más utilizados por su reproductibilidad es el 

que se obtiene por administración inyectada de estreptozotocina (STZ). La STZ se 

aisla del hongo Streptomyces acromogenes y se sabe que destruye de manera 

selectiva las células β del páncreas. La dosis de STZ necesaria para inducir DM 

varía entre 40-65 mg kg-1 i.p. en dosis única (en rata). Su vida media en pH 4.5 es 

de 10-15 min y su excreción es renal. 

 

La STZ entra a la célula β del páncreas a través del transportador de 

glucosa-2 (GLUT-2) y produce alquilación del Ácido Desoxirribonucleico (DNA) y 

del Trifosfato de Adenosina (ATP) (Szkudelski, 2000). 

 

Para reproducir el modelo de DM, se utilizaron dos grupos de ratas (n=6). Al 

grupo 1 (control) se le administró el buffer de citrato pH 4.5 y al grupo 2 

(diabéticas) STZ. Antes de administrar STZ o del buffer de citratos se midió la 

glucosa sanguínea (con ayuno de 12 h) mediante punción de la vena caudal, se 

obtuvo una gota de sangre que se colocó en la tira reactiva y ésta a su vez en el 

glucómetro, enseguida se administró, vía i.p. 65 mg kg-1 de STZ (Szkudelski, 

2000), preparada en buffer de citratos pH 4.5. La STZ se preparó al momento de 

su administración. Transcurridas 48 h de la administración, se midió nuevamente 

la glucemia; si los niveles de glucemia estaban por arriba de 260 mg dL-1 (The 

expert committee on the diagnosis and classification of diabetes mellitus, 2002) se 

consideró el día 1 de DM. Se pesó a las ratas en una balanza granataria (Dial-O-

Gram 1600) cada día para observar la modificación que provoca la DM. El quinto 

día se colocó a cada rata en una jaula metabólica, se les dejó por 48 h dentro de 

ellas; las primeras 24 h para que se adaptaran y las siguientes 24 h para colectar 

la orina y medir el agua y alimento ingeridos en 24 h. La orina se utilizó para 

cuantificar proteinuria y creatinina. El día siete, se determinó la glucemia, se 

pesaron y se anestesiaron con pentobarbital sódico (45 mg kg-1) para obtener las 



 21 

muestras de sangre y los riñones, en seguida las ratas fueron sacrificadas por 

sobredosis con pentobarbital (65 mg Kg-1). 

5.6 Tratamiento con losartán o captopril 

Una vez caracterizado el modelo experimental de DM en ratas (a través de 

signos como: polidipsia, polifagia, poliuria y pérdida de peso) y la HR tomando 

como indicador el peso renal y el área del túbulo proximal se formaron nuevos 

grupos experimentales. Se formaron al azar 4 grupos de 6 ratas cada uno: ratas 

control (C), ratas diabéticas (D), ratas diabéticas tratadas con losartán (DL) y ratas 

diabéticas tratadas con captopril (DC). El tratamiento con losartán o captopril fue 

administrado a las 48 de la administración de STZ. La dosis administrada de 

losartán o de captopril fue 10 mg kg-1, los cuales fueron disueltos en el agua de 

bebida diariamente hasta el día de extracción de los riñones. 

5.7 Estudio de la hipertrofia renal (HR) 

Para estudiar la HR se tomaron en cuenta tres parámetros: a) El peso fresco 

de los riñones, b) El área del túbulo proximal, y c) El coeficiente proteínas/DNA. 

Las ratas anestesiadas se colocaron en la tabla de disección y con ayuda de 

pinzas y tijeras quirúrgicas se les hizo una incisión en la región abdominal para 

extraer los riñones que fueron puestos inmediatamente en PBS frío (4oC). Ambos 

riñones fueron limpiados de tejido conectivo, se pesaron en una balanza analítica 

Mettler H10 y posteriormente se seccionaron longitudinalmente. Una de las 

mitades fue fijada en paraformaldehido al 4% para su análisis histológico. Con la 

mitad restante y el otro riñón se separaron la corteza renal y la médula renal y se 

almacenaron a -80 ºC. 

5.7.1 Técnica histológica  

Los riñones fueron fijados en paraformaldehído al 4% y posteriormente se 

colocaron en las rejillas de lavado; se secaron a temperatura ambiente y se 

deshidrataron en el tren de alcoholes, posteriormente se incluyeron en parafina y 

se realizaron los cortes a 5 µm; se montaron los cortes en los portaobjetos y se 

realizó la tinción con Eosina-Hematoxilina para medir el área de las células del 

túbulo proximal (Apéndice 1). 
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5.7.2 Aislamiento de DNA por el método de TRIZOL® Reagent. 

Se pesaron 100 mg de corteza renal y se homogenizó con 1 mL de TRIZOL® 

Reagent, posteriormente se incubó a temperatura ambiente 5 min, se agregó 0.2 

mL de cloroformo y se agitó vigorosamente durante 15 s, después se incubó 

durante 2-3 min a temperatura ambiente. Se centrifugó la muestra a 12000 x g por 

15 min a 4°C. Se removió la fase acuosa y se precipitó el DNA con 0.3 mL de 

etanol (100%), se mezcló por inversión, se incubó 2-3 min a temperatura 

ambiente, se centrifugó a 2000 x g durante 5 min a 4°C, se removió el 

sobrenadante y se lavó la pastilla (DNA) tres veces durante 30 min con citrato de 

sodio 0.1 M en etanol (10%), agitando periódicamente; entre cada lavado se 

centrifugó 5 min a 2000 x g a 4°C. Después de centrifugar por última vez, se 

resuspendió la pastilla en 1.5 mL de etanol (75%) durante 15 min, mezclando 

periódicamente. Se centrifugó a 2000 x g durante 5 min a 4°C y se removió el 

sobrenadante. Se agregaron 400 µL de NaOH 8 mM y se resuspendió de nuevo. 

Se centrifugó a 2000 x g durante 5 min a 4°C y se leyó la absorbancia del 

sobrenadante a 260 y 280 nm en un espectrofotómetro Genesys 20. 

5.8 Estudio de la función renal 

Se colocaron 3 mL de sangre en tubos Falcon de 5 mL con citrato de sodio 

(3.2%) en proporción 1:10 para evitar su coagulación y se centrifugó durante 5 min 

a 3500 rpm. El plasma se colocó en tubos Eppendorf de 1.5 mL que se congelaron 

a -80 ºC para posteriormente cuantificar la creatinina y calcular la depuración de 

creatinina.  

5.8.1 Cuantificación de creatinina 

Para cuantificar la creatinina, las muestras de orina y de plasma se 

conservaron agregando a cada muestra 0.04 g de fluoruro-timol y conservándolas 

a 4ºC para el ensayo. Las muestras de orina de las ratas control fueron diluidas 

1:10 y las muestras de las ratas diabéticas no se diluyeron. Se utilizó el método 

cinético colorimétrico de tiempo fijo usando un estándar de 2 mg de creatinina. 
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5.8.2 Cuantificación de proteínas en orina. 

La cuantificación de proteínas en orina se determinó con el método 

modificado de Bradford (Bradford, 1976), se agregaron 5 µL de orina y se 

adicionaron 155 µL de buffer PBS. A la curva de calibración y a las muestras se 

les agregaron 40 µL del reactivo de Bradford, se mezcló y se leyó la absorbancia a 

595 nm en un lector para ELISA (Thermo Labsystems Multiskan Ascent). Se 

realizó la curva de calibración (0 a 10 µg µL-1 de albúmina) y por extrapolación se 

estimó la concentración de proteínas de la muestra por regresión lineal (Apéndice 

2).  

5.9 Análisis por inmunoblot (Western blot) de la expresión de receptores 

AT1 y AT2. 

5.9.1 Homogenización de médula 
Se pesaron 100 mg de médula renal y se colocaron en tubos de ensaye con 

1 mL de solución Tris HCl (pH 7.4) con una mezcla de inhibidores de proteasas 

(Pastillas Mini complete, Roche) a 4°C. Posteriormente se homogenizó con un 

homogenizador (IKA® T10 basic Ultra-Turrax) a 4oC con tres pulsos a 10 000 rpm 

(10 s cada pulso). 

 

El homogenado se colocó en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugaron 

en la microcentrifuga Eppendorf 5418 durante 10 min a 10 000 rpm y a 4°C. Del 

sobrenadante se hicieron alícuotas de 200 µL, para la cuantificación de proteínas y 

la inmunodetección de las proteínas de interés. 

 

Para la cuantificación de proteínas se utilizó el método de Bradford. Las 

alícuotas de los homogenados no se diluyeron (Apéndice 2). 

 

5.9.2 Homogenización de corteza 

Se pesaron 100 mg de corteza renal y se colocaron en tubos de ensaye con 

1mL de solución amortiguadora enfriada en hielo (KCl 0.08%, MgCl2 0.02%, 

HEPES 0.3%, Tween 20 0.06% y EDTA 0.05%) con inhibidores de proteasas 
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(Pastillas Mini complete). Se homogenizaron a 4 oC con tres pulsos a 10 000 rpm 

(10 seg cada pulso). El homogenado se incubó en hielo por 15 min, se agitó y se 

centrifugó a 3 000 x g 5 min, se retiró el sobrenadante y la pastilla se colocó en el 

buffer de lavado (KCl 0.08%, MgCl2 0.02%, HEPES 0.3% y EDTA 0.005%) e 

inhibidores de proteasas, y se incubó en hielo durante 30 min agitando cada 10 

min. Posteriormente se centrifugó a 3 000 x g 5 min a 4º C. Se desechó el 

sobrenadante y finalmente se centrifugó con Buffer de extracción de membranas 

(NaCl 0.08%, Tris HCl 1M pH 8.0; 0.6%, Tween 1.3%, desoxicolato de sodio 0.6% 

y SDS 0.2%).  

Con el sobrenadante se hicieron alícuotas de 200 µL y se utilizaron para la 

cuantificación de proteínas por el método de Lowry (Apéndice 3).  

5.9.3 Homogenización de los cultivos celulares 

Se realizaron experimentos en las células LLC-PK1 para conocer las 

alteraciones causadas por la exposición a elevada concentración de glucosa, así 

como para determinar el efecto de los antagonistas de receptores AT1, AT2 y Mas 

ya que las células LLC-PK1 tienen sistemas de transporte glucosa similares a los 

del túbulo proximal y se usan para el estudio de la fisiología renal (Handler et al., 

1980). Estas células permiten un control más preciso del ambiente y brindan 

mayor homogeneidad en los resultados; y también porque se usan cantidades 

menores de los antagonistas respecto al animal íntegro. 

 

Las células LLC-PK1 fueron mantenidas en nitrógeno líquido y se 

descongelaron (1 x 106 células mL-1), y colocadas en una caja de petri con medio 

de cultivo Dulbecco 199 suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10% + 

mezcla de antibióticos (estreptomicina y penicilina y un antimicótico), y se 

incubaron a 37oC en incubadora con CO2 al 5%. Se hicieron dos cambios de 

medio de cultivo y cuando las células llegaron a confluencia se les retiró el medio 

de cultivo, se les agregó 1 mL de tripsina al 0.2% y se desprendieron 

cuidadosamente de la caja, enseguida se tomaron alícuotas de 0.25 mL y se 

colocaron en nuevas cajas de petri con medio de cultivo enriquecido especial para 

ésta línea celular (DMEM/F-12 [GibcoTM, Invitrogen corporation]), también 
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suplementado con SBF al 10% y la mezcla de antibióticos. Una vez que se 

tuvieron suficientes cajas con células por expansión del cultivo, se pasaron 1X105 

células a cajas de cultivo de 2.5 cm de diámetro con 2.5 mL de medio de cultivo y 

una vez que llegaron a confluencia se les cambió el medio con sólo SBF al 0.5% 

para ponerlas en quiescencia e iniciar los experimentos: se incuban las células 

con medio DMEM/F-12 + 0.5% de SBF + antibiótico y glucosa normal (GN) (5.5 

mM) o glucosa alta (GA) (25 mM) y GN o GA con el antagonista D-Ala Ang-(1-7) a 

1x10-5 y 1x10-6 M, por 2, 4 y 6 h, transcurrido este tiempo se llevaron al laboratorio 

para cuantificar proteínas y hacer los inmunoblots. También se incubaron las 

células con GN+ losartán 1X10-6 M y captopril 1X10-6 M y las células con GA+ 

losartán 1X10-6 M y captopril 1X10-6 M a los tiempos mencionados.     

 

Transcurridos los tiempos de incubación se retiraron las cajas de cultivo con 

las células LLC-PK1 de la incubadora, se quitó el medio de cultivo y se lavaron las 

células con 0.5 mL de PBS a 4 ºC, pH 7.4. Se añadió 0.3 mL de buffer RIPA (pH 

7.4) con inhibidores de proteasas y orto-vanadato de sodio 1 mM, y con una 

espátula de plástico, se desprendieron del fondo de la caja. Las células fueron 

homogenizadas pasándolas 15-25 veces a través de la aguja número 22 G X 32 

mm de una jeringa de 3 mL. Se hicieron alícuotas de 100 µL y se guardaron a -80 

ºC.  

 

Los homogenados se centrifugaron a 8 000 rpm por 5 min a 4ºC; se hicieron 

diluciones 1:50 para cuantificar proteínas totales por el método de Lowry (Lowry et 

al., 1951) (Apéndice 3) y determinar la expresión de receptores por inmunoblot. 

 

5.10. Inmunoblots de los receptores AT1 y AT2. 

Para las pruebas moleculares, a las alícuotas de 200 µL (tejido) y de 100 µL 

(células) se adicionó 10 µL de buffer Laemli (de carga) con β-mercaptoetanol al 

10%, se agitaron en un agitador (Super-Mixer 1290 Lab-Line Instruments, Inc.), se 

hirvieron por 10 min en una placa térmica para desnaturalizar las proteínas y se 

almacenaron a -80° hasta su uso.  
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5.10.1 Electroforesis 

Las proteínas se separaron por electroforesis con geles de poliacrilamida al 

10% con dodecilsulfato de sodio (SDS). Se preparó el gel de poliacrilamida 

colocando los reactivos en el orden de la tabla (apéndice 4) en un tubo Falcon, se 

mezcló con agitador y se colocó en medio de los cristales MiniPROTEAN® de 1.0 

mm con ayuda de una pipeta de 10 mL, se alineó con isopropanol y ya gelificado 

se enjuagó tres veces con agua destilada y se secó con papel filtro. Se preparó el 

gel de concentración agregando los reactivos en otro tubo Falcon en el orden de la 

tabla (apéndice 4), se mezcló con el agitador y se colocó sobre el gel de 

electroforesis con una pipeta de 5 mL, se colocó el peine evitando formar burbujas 

hasta que gelificó. Se retiró el peine, se enjuagó nuevamente y se puso en la 

cámara de electroforesis (BioRad). Se llenó la cámara con buffer de corrida 1X y 

se llenaron los pozos: el primero con 5 µL del marcador de peso molecular y el 

resto con las muestras de los tubos hervidos anteriormente; colocando los 

microlitros requeridos para adicionar 50 µg de proteína. Así, se separaron a 88 

voltios durante 135 min con la fuente de poder Power PacTM HC BioRad. 

Una vez terminada la electroforesis, se retiró la parte correspondiente al gel 

de concentración y con el resto se hizo la transferencia. 

5.10.2 Transferencia a membranas. 
Una vez terminada la electroforesis, las proteínas separadas en el gel se 

transfirieron a membranas (Amersham HybondTM-P GE Healthcare) utilizando un 

sistema semiseco (Trans-blot SD BioRad) durante 60 min a 18 voltios. Para este 

paso se prehumedeció la membrana de PVDF en metanol absoluto por 5 min y 

posteriormente se sumergió en buffer de transferencia junto con los papeles filtro; 

todos estos procedimientos se realizaron con guantes y pinzas. Las membranas 

de PVDF, el gel y los papeles se dispusieron en forma de sándwich en la cámara 

de transferencia (Fig. 4). 
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Fig. 4. Disposición de los filtros, la membrana PVDF 
y el gel de electroforesis en la cámara de 
transferencia. 

 
Los geles fueron desechados y las membranas se bloquearon con leche 

descremada al 5% en TBST durante 2 h y posteriormente se incubaron en el 

anticuerpo primario en dilución 1:400 durante 15 h, después las membranas se 

enjuagaron con TBST tres veces, cada vez 10 min y fueron incubadas con el 

respectivo anticuerpo secundario en dilución 1:1000 durante 2 h; nuevamente se 

enjuagaron con TBST tres veces, cada vez 10 min (las incubaciones y los 

enjuagues se realizaron con el agitador Labnet Orbit LS). Las membranas se 

llevaron a un cuarto oscuro donde se tomaron cuidadosamente con pinzas y se 

colocaron en un hyppercassette, protegidas por un acetato; se les agregó luminol, 

y se colocó una película encima de cada una. Se cerró el cassette durante 5 min. 

Transcurrido el tiempo se sacó la película y se colocó en una solución reveladora, 

durante 3 min, se enjuagó en agua desionizada y se colocó en solución fijadora 

durante 1 min; nuevamente se enjuagó y se dejó secar. Se comparó con el 

marcador de peso molecular para identificar a la proteína de interés y se llevó a 

analizar con un densitómetro de geles BioSens SC 645.  
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5.11 Análisis estadístico 
Se calculó la media ± el Error Estándar de la Media (EEM). Para determinar 

si existen diferencias significativas entre los grupos se utilizó el análisis de 

varianza (ANOVA) complementada con pruebas de Tukey, considerando una 

diferencia significativa si p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. RESULTADOS 

6.1 Reproducción del modelo de diabetes mellitus (DM) 

Se cuantificó la glucemia de las ratas a diferentes tiempos, observando que 

antes de administrar STZ no había diferencia significativa (80.4 ± 10.02 mg dL-1). 

La glucemia aumento en el grupo D a las 48 h (338 ± 10.3 mg dL-1), respecto al 

grupo C (94.5 ± 5.5 mg dL-1), ese aumento se mantuvo hasta el séptimo día en 

que se extrajeron los riñones (Fig. 5).  
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Fig. 5. Efecto de la STZ (65 mg kg-1) sobre la glucosa sanguínea. Glucemia 
registrada antes de administrar STZ (0 d), glucemia a las 48 h post STZ (2 d) y 
glucemia registrada el séptimo día (7 d). C: Ratas control. D: Ratas a las que se les 
administró STZ. Cada punto corresponde a la media ± EEM. *P< 0.05; n=6.  

En cuanto a la ingesta de agua y alimento en 24 h para el grupo D fue 162.7 

± 6.2 mL y 40.5 ± 2 g, respectivamente; ambos parámetros fueron mayores 

significativamente en relación al grupo C (47.8 ± 4.6 mL y 27± 1.4 g) (Figs. 6 y 7).     

 
Fig. 6. Efecto de la STZ (65 mg kg-1) sobre el consumo de agua durante 24 h. C: 
Ratas control. D: Ratas a las que se les administró STZ. Cada punto corresponde a la 
media ± EEM. *P< 0.001; n=6.  

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

0 d 2 d 7 d

Gl
uc

em
ia 

(m
g 

dL
-1

) 

C D

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

C D

Co
ns

um
o 

de
 ag

ua
 (m

l 2
4 h

-1
) * 

* 
* 



 30 

 
Fig. 7. Efecto de la STZ (65 mg kg-1) sobre el consumo de alimento durante 24 h. 
C: Ratas control. D: Ratas a las que se les administró STZ. Cada punto corresponde a 
la media ± EEM. *P< 0.001; n=4.  

El volumen de orina en 24 h aumentó de manera significativa en el grupo D 

140 ± 7.5 mL respecto al grupo C (6.8 ± 0.5 mL) (Fig. 8). 

 
Fig. 8. Efecto de la STZ (65 mg kg-1) sobre el volumen urinario en 24 h. C: Ratas 
control. D: Ratas a las que se les administró STZ. Cada punto corresponde a la media 
± EEM. *P< 0.001; n=4.  

 
Las ratas se pesaron diariamente y al analizar los datos se observó que el 

grupo D disminuyó de peso conforme avanzó el experimento y el grupo C aumentó 

de peso, siendo el peso final de 248 ± 5.0 g para las ratas diabéticas y de 304 ± 

7.6 g para las ratas control (Fig. 9).  
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Fig. 9. Curso temporal del peso de las ratas control y diabéticas, durante 7 d. C: 
Ratas control. D: Ratas a las que se les administró STZ. Cada punto corresponde a la 
media ± EEM. *P< 0.05; n=6.  

Estos resultados muestran que la STZ (65 mg kg-1, i.p.) produce un cuadro 

de DM ya que aumentó la glucemia y las ratas presentaron polidipsia, polifagia, 

poliuria y pérdida del peso corporal, signos clínicos de la DM. 

 

6.2. Estudio de la HR 

Una vez que se caracterizó el modelo experimental de DM en las ratas, se 

empleó para estudiar las alteraciones renales, para lo cual se evaluaron otros 

parámetros que dieran información acerca de la hipertrofia, como son: el peso 

renal y el área de las células del túbulo proximal y se observó que el peso de los 

riñones de las ratas diabéticas fue mayor significativamente en relación a los 

riñones de las ratas control (1.15 ± 0.08 y 0.85 ± 0.01 g) (Fig. 10).  
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Fig. 10. Efecto de la STZ (65 mg kg-1) sobre el peso del riñón en el séptimo día 
de DM. C: Ratas control. D: Ratas a las que se les administró STZ. Cada punto 
corresponde a la media ± EEM. *P< 0.012; n=4.  

Se midió el área de las células del túbulo proximal observándose un aumento 

en el área celular del grupo D (116.0 ± 8.1 µm2) con respecto a las ratas control 

(88.5 ± 11.3 µm2) (Figs. 11 y 12).  

 

 
Fig. 11. Cortes histológicos teñidos con la técnica E-H de la 
corteza renal a los 7 días de la administración de STZ (65 mg 
kg-1). a) Rata control; b) Rata a la que se le administró STZ.  
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Fig. 12. Efecto de la STZ (65 mg kg-1) sobre el área de las células del túbulo 
proximal. C: Ratas control. D: Ratas a las que se les administró STZ. Cada punto 
corresponde a la media ± EEM. *P< 0.05; n=6.  

 

6.3 Determinación de la presencia de los receptores AT1 y AT2 en el riñón 

de ratas control y diabéticas 

Para detectar la expresión proteica de los receptores AT1 y AT2 en corteza y 

médula renal, se realizó una electroforesis (SDS-PAGE) seguida de transferencia 

e inmuno detección, empleando anticuerpos específicos contra los receptores y 

una reacción quimioluminiscente. 

 

Se observó que el receptor AT1 fue mayor en la corteza y en la médula renal 

del grupo D (0.85 ± 0.01 u.a. (unidades arbitrarias) en la corteza y 0.76 ± 0.05 u.a., 

en la médula) que en el grupo C (0.54 ± 0.10 u.a. y 0.32±0.1 u.a., 

respectivamente) (Fig. 13).  
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Fig. 13. Efecto de la STZ (65 mg kg-1) sobre la expresión del receptor AT1 en corteza 
y médula renal. C: Ratas control. D: Ratas a las que se les administró STZ. Cada punto 
corresponde a la media ± EEM. *P< 0.05; n=3.  

 

La expresión del receptor AT2 en la corteza renal fue de 0.75 ± 0.05 u.a. en el 

grupo D y en el grupo C fue de 0.27 ± 0.01 u.a. En la médula renal se determinó 

una expresión de 2.96 ± 0.45 u.a. en el grupo D y 2.88 ± 0.29 u.a. en las ratas C 

(Fig. 14).  

 

 
Fig. 14. Efecto de la STZ (65 mg kg-1) sobre la expresión del receptor AT2. C: Ratas 
control. D: Ratas a las que se les administró STZ. Cada punto corresponde a la media 
± EEM. *P< 0.05; n=6.  
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6.4 Efecto de los tratamientos con losartán o captopril en las ratas 

diabéticas. 

Basándonos en los resultados anteriores, se continuó con los experimentos 

para modificar al SRAA antagonizando al receptor AT1 con losartán o inhibiendo a 

la ECA con captopril. A estos grupos de ratas se les midieron los mismos 

parámetros como a los grupos anteriores (C y D). Se midió la glucemia de ratas C 

y D antes de la administración de STZ observándose que en ambos grupos fue 

similar la media conjunta fue de 89.3 ± 3.0 mg dL-1. A las 48 h post la glucemia 

aumentó significativamente 337 ± 19.8 mg dL-1 (Fig.15). El día 7 post inducción de 

DM la glucemia para el grupo D fue 405.8 ± 30.8 mg dL-1, para el grupo DL fue 

393 ± 48.3 mg dL-1 y para el DC fue 374.3 ± 31.8 mg dL-1 (Fig.16). 

 

 
Fig. 15. Efecto de la STZ (65 mg kg-1) sobre los niveles de glucosa sanguínea. 
Glucemia registrada antes de administrar STZ (0 d), glucemia a las 48 h post STZ (2 d) 
C: Ratas control. D: Ratas a las que se les administró STZ. Cada punto corresponde a 
la media ± EEM. *P< 0.05; n=6.  
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Fig. 16. Efecto de losartán o captopril sobre la hiperglucemia producida por STZ 
a los 7 días de su administración. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas 
con losartán 10 mg kg-1 y DC=Diabéticas tratadas con captopril 10 mg kg-1. Cada 
punto corresponde a la media ± EEM. *p<0.05 vs ratas control. n=6. 

 

Al medir el consumo de agua se observó que las ratas D consumieron mayor 

volumen en relación al grupo C (161.5 ± 11.5 mL y 29 ± 4.7 mL, respectivamente) 

(Fig. 17). En el grupo DL se observó disminución significativa (103.1 ± 8.9 mL) 

respecto al grupo D y en el grupo DC no se observó disminución significativa del 

consumo de agua (158.6 ± 10.8 mL) (Fig. 17). 

 
Fig. 17. Efecto de losartán o captopril sobre el consumo de agua en ratas 
diabéticas. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con losartán y 
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DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media ± EEM. 
*p< 0.05 vs ratas control; **p<0.05 vs ratas diabéticas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En cuanto al consumo de alimento, se observó que las ratas D consumieron 

más alimento que las ratas C (27.1 ± 2 g y 12.5 ± 1.3 g, respectivamente). Los 

tratamientos con losartán y/o captopril no modificaron significativamente el 

consumo de alimento (22.6 ± 1.2 g y 24.7 ± 2.1 g, respectivamente) (Fig. 18). 
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Fig. 18. Efecto de losartán o captopril sobre el consumo de alimento de ratas 
diabéticas en 24 h. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con losartán y 
DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media ± EEM. 
n=6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El volumen urinario del grupo D fue mayor que el del grupo C (118.8 ± 16.4 

mL y 7.4 ± 1.3 mL, respectivamente) similar a lo observado en la serie 

experimental anterior. El tratamiento con captopril no mostró cambios significativos 

respecto al grupo D; sin embargo, las ratas tratadas con losartán disminuyeron 

significativamente el volumen urinario (70.9 ± 6.3 mL) (Fig. 19). 
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Fig. 19. Efecto de losartán o captopril sobre el volumen urinario de ratas 
diabéticas en 24 h. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con losartán y 
DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media ± EEM. 
*p<0.05 vs ratas control; **p<0.05 vs ratas diabéticas. n=6. 

 

El peso corporal de las ratas D (193.4 ± 9.7g) disminuyó significativamente 

en relación al grupo C (261 ± 11.4 g) y los tratamientos con losartán o captopril no 

modificaron este parámetro (200.5 ± 7 g y 196 ± 19.3 g, respectivamente) (Fig. 

20). 

 
Fig. 20. Efecto de losartán o captopril sobre el peso corporal de ratas diabéticas 
en 24 h. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con losartán y 
DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media ± EEM. 
*p<0.05 vs ratas control; **p<0.05 vs ratas diabéticas. n=6. 
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Estos resultados muestran que los tratamientos con losartán o captopril (10 

mg kg-1) no tuvieron efecto sobre el curso de la DM, ya que no modificaron la 

hiperglucemia, la polifagia ni la pérdida de peso.  

6.5 Efecto del tratamiento del losartán o captopril sobre la HR. 

Una vez que se observó que los tratamientos no modificaron la mayoría de 

los signos de la DM, principalmente la hiperglucemia, se pesaron los riñones, se 

midió el área de las células del túbulo proximal, y se determinó el cociente 

proteínas/DNA para conocer los efectos del losartán y del captopril en la hipertrofia 

renal. Para determinar si el losartán y el captopril tienen efectos sobre las 

modificaciones funcionales se midió la proteinuria y se determinó la depuración de 

creatinina. 

 

 

 

 

 

 

 

El peso del riñón de las ratas D (0.93 ± 0.01 g) aumentó respecto al grupo C 

(0.78 ± 0.2 g). El peso renal del grupo DL disminuyó significativamente (0.84 ± 

0.02 g) respecto al grupo D; mientras que el grupo DC (0.89 ± 0.03 g) no modificó 

el peso del riñón significativamente respecto al D (Fig. 21). 
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Fig. 21. Efecto de losartán o captopril sobre el peso del riñón. C=Control, 
D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con losartán y DC=Diabéticas tratadas con 
captopril. Cada punto corresponde a la media ± EEM. *p<0.05 vs ratas control. n=4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para obtener el tamaño de las células renales se midieron 100 células de 

cada laminilla (es decir, 600 células de cada grupo). El área de las células del 

túbulo proximal incrementó significativamente en las ratas D (324.36 ± 6.92 µm2) 

respecto a las ratas C (275.54 ± 6.3 µm2). Los tratamientos con losartán o 

captopril (347.26 ± 6.96 µm2 y 319.86 ± 7.3 µm2, respectivamente) no modificaron 

este parámetro respecto a las ratas D (Fig. 22 y 23).  
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Fig. 22. Cortes histológicos procesados con la técnica de 
Eosina-Hematoxilina. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas 
tratadas con losartán y DC=Diabéticas tratadas con captopril. Se 
observan las células del túbulo proximal, donde se puede notar 
que las células las ratas diabéticas son más grandes que en las 
controles.  

 

 
Fig. 23. Efecto de losartán o captopril sobre el área de las células del túbulo 
proximal en ratas diabéticas. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con 
losartán y DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media 
± EEM. *p<0.05 vs ratas control. n=6. 

 

 

 

El cociente renal proteínas/DNA fue mayor en el grupo D (0.111 ± 0.01 u.a.) 

que en el grupo C (0.08 ± 0.009 u.a.). En los riñones de las DL y DC no hubo 

cambio significativo de este parámetro con respecto a las ratas D (0.106 ± 0.005 y 

0.109 ± 0.015 u.a., respectivamente) (Fig. 24). 
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Fig. 24. Efecto de losartán o captopril sobre el cociente renal proteínas/DNA en 
ratas control y diabéticas. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con 
losartán y DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media 
± EEM. *p<0.05 vs ratas control; **p<0.05 vs ratas diabéticas. n=6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.6 Efecto del tratamiento con losartán o captopril sobre la función renal. 

Los resultados mostraron que los valores de proteinuria en las ratas C fueron 

de 15.4 ± 2.4 mg d-1, mientras que las ratas D mostraron mayor excreción de 
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disminuyeron la excreción de proteínas, sin embargo, sólo el tratamiento con 

losartán mostró diferencias significativas (26.7 ± 8.4 mg d-1) (Fig. 25). 

 
Fig. 25. Efecto de losartán o captopril sobre la excreción de proteínas en orina 
de ratas diabéticas. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con losartán y 
DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media ± EEM. 
*p<0.05 vs ratas control; **p<0.05 vs ratas diabéticas. n=6. 
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de depuración de creatinina de 0.16 ± 0.02 y 0.14 ± 0.008 mL min-1, 

respectivamente (Fig. 26). 

 

 
Fig. 26. Efecto de losartán o captopril sobre la depuración de creatinina en ratas 
diabéticas. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con losartán y 
DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media ± EEM. 
n=6.  

6.7 Expresión de los receptores AT1 y AT2 en corteza y médula renal. 
La expresión de los receptores se determinó por Western Blot para evaluar si 

el losartán y el captopril pueden modificarla y de ese modo controlar los efectos de 

la Ang II. 

En la corteza renal, la expresión del receptor AT1 en el grupo D incrementó 

respecto al grupo C. El grupo D tuvo 0.9 ± 0.27 u.a. y el grupo C 0.23 ± 0.006 u.a. 

Los tratamientos con losartán o captopril disminuyeron la expresión del receptor 

AT1 (0.66 ± 0.05 y 0.48 ± 0.059 u.a., respectivamente), sin embargo esta 

disminución no fue significativa (Fig. 27). En la médula, la expresión del receptor 

AT1 fue de 0.21 ± 0.01 u.a. en las ratas C y en las ratas D fue de 0.58 ± 0.16 u.a. 

Las ratas diabéticas tratadas no disminuyeron la expresión de este receptor. Las 

ratas DL mostraron valores de 0.7 ± 0.12 u.a. y los DC de 1.0 ± 0.25 u.a. (Fig 28).  
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Fig. 27. Efecto de losartán o captopril sobre la expresión del receptor AT1 en la 
corteza de ratas diabéticas. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con 
losartán y DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media ± 
EEM. *p<0.05 vs ratas control. n=6. 

 
Fig. 28. Efecto de losartán o captopril sobre la expresión del receptor AT1 en la 
médula de ratas diabéticas. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con 
losartán y DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media ± 
EEM. *p<0.05 vs ratas control. n=6.  
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El receptor AT2 en la corteza renal de ratas D (0.8 ± 0.1 u.a.) disminuyó 

respecto a las ratas C (1.13 ± 0.08 u.a.). Los tratamientos con losartán o captopril 

no modificaron significativamente la expresión del receptor AT2 en las ratas D (0.8 

± 0.07 u.a. y 0.7 ± 0.04 u.a., respectivamente) (Fig. 29).  
La expresión del receptor AT2 en la médula renal de ratas D (0.4 ± 0.1 u.a.) 

disminuyó respecto a las ratas C (0.91 ± 0.03 u.a.), y hubo una tendencia a 

incrementar en las ratas DL y DC (0.49 ± 0.08 y 0.7 ± 0.25 u.a., respectivamente) 

(Fig. 30).     

 
Fig. 29. Efecto de losartán o captopril sobre la expresión del receptor AT2 en la 
corteza de ratas diabéticas. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con 
losartán y DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media ± 
EEM. *p<0.05 vs ratas control. n=6.  
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Fig. 30. Efecto de losartán o captopril sobre la expresión del receptor AT2 en la 
médula de ratas diabéticas. C=Control, D=Diabética, DL=Diabéticas tratadas con 
losartán y DC=Diabéticas tratadas con captopril. Cada punto corresponde a la media ± 
EEM. *p<0.05 vs ratas control. n=6.  
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6.8 Expresión de receptores en las células tubulares proximales LLC-PK1. 
La expresión del receptor AT1 de las células LLC-PK1 aumentó conforme 

transcurrió el tiempo de incubación en glucosa normal (5.5 mM) (0.61 ± 0.1 u.a. a 

las 2 h, 0.84 ± 0.2 u.a. a las 4 h y 1.05 ± 0.2 u.a. a las 6 h). La glucosa alta (25 

mM) aumentó la expresión del receptor AT1, alcanzando valores de 1.56 ± 0.5 u.a. 

a las 4 h de incubación y el losartán revirtió dicho efecto (0.32 ± 0.002 u.a. a las 2 

h, 0.22 ± 0.05 u.a. a las 4 h y 0.33 ± 0.02 u.a. a las 6 h) (Fig. 31). 

 
Fig. 31. Efecto del losartán sobre la expresión del receptor AT1 en células 
incubadas en glucosa normal y glucosa alta. GN=Glucosa normal, GA=Glucosa 
alta, GA + Los=Glucosa alta con el antagonista del receptor AT1. Cada punto 
corresponde a la media ± EEM. **p<0.05 vs células cultivadas en GA. n=3.  
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La expresión del receptor AT2 fue mayor en las células incubadas en GN en 

todos los tiempos de incubación (0.94 ± 0.16 u.a. a las 2 h, 0.83 ± 0.1 u.a. a las 4 

h y 0.87 ± 0.3 u.a. a las 6 h). El medio con GA disminuye la expresión del receptor 

AT2 (0.48 ± 0.1 u.a. a las 2 h, 0.32 ± 0.1 u.a. a las 4 h y 0.48 ± 0.12 u.a. a las 6 h). 

La expresión del receptor fue menor cuando las células se expusieron a un medio 

alto de glucosa que cuando se incubaron con el antagonista del receptor AT2 

(PD123,319) (0.54 ± 0.01 u.a. a las 2 h, 0.42 ± 0.03 u.a. a las 4 h y 0.7 ± 0.03 u.a. 

a las 6 h) (Fig. 32). 

 

 
Fig. 32. Efecto del PD123319 sobre la expresión del receptor AT2 en células 
incubadas en glucosa alta. GN=Glucosa normal, GA=Glucosa alta, GA + 
PD123319=Glucosa alta con antagonista del receptor AT2. Cada punto corresponde a 
la media ± EEM. n=3.  
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La expresión del receptor Mas en las células incubadas en GN fue de 0.54 ± 

0.04 u.a. a las 2 h, 0.6 ± 0.1 u.a. a las 4 h, 0.7 ± 0.003 u.a. a las 6 h y 1.0 ± 0.12 

u.a. a las 8 h. Cuando las células se incubaron en GA incrementó la expresión del 

receptor Mas en los diferentes tiempos de incubación, siendo de 1.02 ± 0.06 u.a. a 

las 2 h, 0.9 ± 0.024 u.a. a las 4 h, 2.4 ± 0.23 u.a. a las 6 h y 1.7 ± 0.12 u.a. a las 8 

h, El antagonista del receptor Mas inhibió la expresión, ya que las células 

incubadas en GA+D-Ala Ang-(1-7) mostraron la menor expresión de este receptor 

en todos los tiempos de incubación, 0.2 ± 0.01 u.a. a las 2 h, 0.13 ± 0.003 u.a. a 

las 4 h, 0.13 ± 0.002 u.a. a las 6 h y 0.1 ± 0.001 u.a. a las 8 h (Fig. 33). 

 
Fig. 33. Efecto del D-Ala Ang-(1-7) sobre la expresión del receptor Mas en 
cultivos de células incubados en glucosa alta. GN=Glucosa normal, GA=Glucosa 
alta, GA+D-Ala=Glucosa alta con antagonista. Cada punto corresponde a la media ± 
EEM. *p<0.05 vs células cultivadas en GN, **p<0.05 vs células cultivadas en GA. n=3.  

7. DISCUSIÓN DE RESULTADOS  

7.1 Reproducción del modelo de DM 

La STZ ha sido ampliamente usada para inducir DM experimental, siendo 

eficaz en una sola dosis mayor de 40 mg kg-1 por vía i.p. La STZ produce varios 

efectos en el páncreas (Lenzen, 2008), el mecanismo por el cual causa muerte de 

las células β del páncreas es por alquilación de DNA (Szkudelski, 2000). Al ser las 

células β pancreáticas las encargadas de sintetizar, almacenar y liberar la insulina 
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(Goodman, 2003); la STZ disminuye o depleta por completo la hormona 

generando hiperglucemia y los demás signos de la DM como consecuencia. 

Nuestros resultados nos permiten considerar a este un modelo de diabetes 

experimental que mimetiza DM tipo 1, debido a que presenta hiperglucemia, 

poliuria, polidipsia, polifagia y disminución de peso que se diferencia de los 

modelos de DM tipo 2 por la dependencia a la insulina (Kumar et al., 2005). 

Por otra parte, el tiempo que se dejó transcurrir la diabetes (siete días), nos 

permite considerarlo como un modelo de DM en estadio temprano (Thomson et 

al., 2003). 

La disminución en la captación de glucosa por las células musculares y 

adiposas provoca hiperglucemia que satura los sistemas de transporte renal y 

lleva a glucosuria (Mather y Pollock. 2011), que a su vez induce diuresis osmótica 

y aumento del volumen urinario (poliuria). La poliuria también implica pérdida de 

agua intracelular que origina deshidratación y desencadena la activación de 

osmorreceptores de los centros de la sed del hipotálamo produciendo polidipsia. 

La deficiencia insulínica, disminuye la entrada de glucosa a las células del tejido 

muscular, adiposo e hígado, estimula el catabolismo de grasas y proteínas, para la 

generación de glucosa lo que produce la pérdida de peso y desencadena la 

polifagia (Goodman, 2003). 

Los resultados obtenidos muestran que los tratamientos con losartán o 

captopril, a las dosis administradas, no modificaron el curso de la DM. Solo se 

observó que el losartán disminuyó de manera significativa la ingesta de agua, lo 

que se asocia con la disminución del volumen de orina. Esta disminución se debe 

a que la Ang II participa en la regulación de los mecanismos centrales de la sed de 

forma selectiva, modulando las etapas clave que determinan el inicio y el termino 

de la ingesta de agua (Vlasenko y Kotov, 2007, De Arruda et al. 2010). 

Los tratamientos con losartán o captopril no tuvieron efecto significativo 

sobre la ingesta de alimento y sobre el peso corporal. 

Las ratas diabéticas mostraron aumento del peso de los riñones así como del 

área de las células del túbulo proximal, estos datos muestran que a los 7 días del 

curso de DM se produjo la HR. Estudios recientes sugieren que el aumento en el 
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peso del riñón y el tamaño de las células del túbulo proximal se debe a que las 

células renales son estimuladas por la hiperglucemia, y el flujo de glucosa a las 

células renales es modulado por el transportador GLUT-1; se ha demostrado que 

la expresión de este transportador aumenta por hiperglucemia, lo que incrementa 

la reabsorción de glucosa, y promueve la actividad de Ang II, estimulando la 

producción de factores de crecimiento y aumenta la resistencia de la arteriola 

eferente glomerular. La glucosa también puede estimular directamente la 

expresión de factores de crecimiento como el TGF-β y el Factor de Crecimiento 

del Tejido Conectivo (CTGF), los cuales producen alteraciones estructurales que 

incrementan la permeabilidad de la membrana basal glomerular y participan en la 

hipertrofia (Carey y Siragy, 2003, Levin-Iaina et al., 2011; Rocco et al. 1992, 

Satriano, 2007 y Schena y Gesualdo, 2005; Yuan et al., 1990).  

El crecimiento del riñón es una respuesta compensatoria a la hiperfiltración 

que llevaría al aumento de tamaño de las células del túbulo proximal, lo que 

aumentaría la reabsorción de agua y electrolitos de la luz del túbulo hacia el 

plasma. Una alternativa es que el crecimiento del riñón, principalmente, de las 

células del túbulo proximal altera el sistema de retroalimentación túbulo-

glomerular, que consiste en que al disminuir el filtrado glomerular, se retrasa el 

paso del líquido tubular lo que promueve la reabsorción de NaCl en el asa 

ascendente de Henle, por lo que llega menos NaCl a la mácula densa, que 

disminuye la resistencia de la arteriola aferente y produce la liberación de renina 

del aparato yuxtaglomerular, aumentando la resistencia de la arteriola eferente y 

estimulando una cascada negativa donde las señales del sistema de 

retroalimentación incrementan la TFG, por lo que el crecimiento celular se produce 

primero que la hiperfiltración (Vallon et al., 1995; Vallon, 2003; Satriano, 2007; 

Levey et al. 1999).  

La administración de losartán disminuyó significativamente el peso de los 

riñones pero no disminuyó el tamaño del área de las células del túbulo proximal. El 

captopril no disminuyó el peso de los riñones ni el tamaño del área de las células 

del túbulo glomerular probablemente debido a la baja dosis que se administró (10 

mg kg-1) y por el tiempo de evolución de la DM. 
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Los resultados obtenidos al medir el cociente proteínas/DNA muestran que 

en las ratas D no aumentó significativamente; sin embargo, tiende a aumentar, lo 

que indica que la células no se encuentran en división, sino en crecimiento (De 

Robertis y Hib, 2004).  

Durante la hipertrofia aumenta la cantidad de RNA y de proteínas sin cambios 

concomitantes en la síntesis de DNA (Wolf et al., 1993); debido a las 

modificaciones en la actividad de las ciclinas cinasas, ya que se ha reportado que 

la activación de las ciclinas cinasas D y la inactivación de las E, es seguida por un 

periodo de hipertrofia (Wolf y Ziyadeh, 1999). A pesar de que Lakshmanan, et al., 

(2011) han demostrado que la Ang II inhibe proteasas que degradan proteínas y 

colágeno acumulados de la ECM, los tratamientos con losartán o captopril no 

modificaron el coeficiente proteínas/DNA; lo que sugiere que la Ang II no tiene una 

participación muy relevante y la HR observada en las ratas D probablemente se 

deba a que la hiperglucemia que modifica la actividad de las proteínas reguladoras 

(ciclinas) y los factores de crecimiento. 

En las ratas D se observó un aumento en la proteinuria, la cual de acuerdo a 

los estudios de Mogensen et al. (1983) no se puede considerar que se presentó 

una microalbuminuria; en el grupo tratado con losartán disminuyó 

significativamente la proteinuria y con el tratamiento con captopril no se 

observaron cambios significativos. La albúmina es la proteína más abundante en 

el plasma (∼60% de todas las proteínas) y contribuye al mantenimiento de la 

presión oncótica entre el plasma y el espacio intersticial, por lo que también está 

implicada en la regulación de intercambio de líquidos a través de las paredes 

capilares. Aunque la albúmina es una proteína aniónica (585 residuos de 

aminoácidos, y con una masa molecular de 64.5 kDa), no es completamente 

retenida por la barrera de filtración glomerular, una parte de ella es filtrada y 

reabsorbida a lo largo de los túbulos proximales por endocitosis mediada por 

receptores, para lo que debe unirse a las proteínas megalina y cubilina (Gekle et al 

2003).  

La albúmina filtrada actúa como un estímulo proinflamatorio y profibrótico 

siendo el inicio o promotor de enfermedades túbulo-intersticiales y su 
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cuantificación en la orina es un parámetro para el diagnóstico y la progresión de la 

nefropatía diabética. Nuestros resultados indican que a los 7 días de DM en las 

ratas D aumentó la proteinuria, sin embargo, según Gekle (2005) estos valores 

están dentro de los límites normales. 

Por otro lado, el tratamiento con losartán disminuyó significativamente la 

proteinuria aunque no llegó a los valores del grupo C. Con el captopril también 

disminuyó la proteinuria aunque no de manera significativa, probablemente por la 

dosis o el tiempo de administración. Lo que sugiere la participación temprana de la 

Ang II-receptor AT1 no solamente en pacientes con ND diagnosticada. 

Los resultados obtenidos al calcular la depuración de creatinina como 

indicador de la función renal mostraron que no hubo diferencia significativa entre 

los grupos C y D, lo cual indica que no hay daño grave al riñón y muestra una 

filtración glomerular aparentemente normal. Con la administración del losartán o el 

captopril se observó una tendencia a disminuir, sin embargo, no es significativa, lo 

que indica que es una DM en fase temprana. 

La expresión de la proteína del receptor AT1 incrementó en la corteza y en la 

médula de las ratas D respecto a las ratas C, lo que se correlaciona con los 

estudios de Wehbi et al. (2001) quienes obtuvieron resultados similares en ratas 

con 2 semanas de DM; sin embargo en este trabajo observamos que desde una 

fase temprana (7 días) se da el aumento del receptor AT1, dicho incremento se 

asocia al aumento de los efectos de poliuria, polidipsia y proteinuria. Como ya se 

ha mencionado los efectos de Ang II, en este modelo de DM, son mediados 

predominantemente por unión al receptor AT1 que como se pudo observar se 

encuentra en los riñones de ratas control y diabéticas, tanto en corteza como en 

médula renal, lo que se correlaciona con los estudios de Faggiotto y Paoletti, 

(1999). Según los estudios de Guo et al. (2011) el ácido hidroxieicosatetraenoico 

(HETE), producto del metabolismo de la 12-lipooxigenasa (12-LO) regula de 

manera importante la expresión del receptor AT1. Ellos observaron que al 

aumentar Ang II, aumenta la 12-LO lo que estimula la expresión del receptor AT1 

en ratas diabéticas por administración de STZ y con dieta alta en grasa.  
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El tratamiento con captopril en las ratas D aumentó la expresión del receptor 

AT1 en la médula, posiblemente por disminución de la síntesis de Ang II, ya que 

los estudios de Zimpelmann et al., (2000) demuestran que cuando aumenta la 

renina, que lleva al incremento de Ang II, disminuye la expresión del receptor AT1 

lo que sugiere una retroalimentación negativa. 

Con la administración del losartán disminuyó la expresión del receptor AT1, y 

se ha propuesto que la expresión del receptor AT1 es controlada principalmente 

por mecanismos postranscripcionales, lo que involucraría la inducción de un gen o 

grupo de genes cuya función es desestabilizar el RNA del receptor AT1, es decir, 

modifican la estabilidad del transcrito o disminuyen la traducción de RNA a 

proteína (Nickenig y Murphy, 1994). También se ha demostrado que el telmisartán 

(fármaco análogo al losartán) produce la disminución de la expresión del receptor 

AT1 (a nivel mRNA y proteína) a través de aumentar el receptor Mas que a su vez 

promueve PPAR-γ; y así suprime la actividad de la NADPH oxidasa, que se ha 

demostrado que es la principal fuente de ROS en células renales (Lakshmanan et 

al., 2011).  

En un trabajo realizado por Nickenig et al. (2000) se observó que el aumento 

de Ang II lleva a la generación de ROS y estas regulan negativamente la 

expresión del receptor AT1 al activar MAPK-p38 y la liberación intracelular de Ca2+ 

por lo que es congruente encontrar que el tratamiento con captopril disminuyera la 

expresión del receptor AT1 ya que habría una disminución de Ang II, 

consecuentemente, disminución de ROS y se bloquearía el control de la expresión 

del receptor AT1. 

El receptor AT2 se localiza en el glomérulo, en la corteza y médula y aunque 

inicialmente se reportó su presencia en tejidos fetales y se asociaba con la 

proliferación glomerular, actividad que desaparece después de la nefrogénesis 

(Carey y Siragy, 2003; Miyata et al., 1999; Ozono et al., 1997), actualmente se 

sabe que tanto la proteína como el mRNA del receptor se encuentran 

principalmente en células epiteliales de la mácula densa, en las células 

mesangiales del glomérulo maduro y en las células de la médula que se 

encuentran entre los túbulos (Paul et al., 2006); sin embargo, también se sabe que 
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la expresión de los receptores varia dependiendo del tejido y el transcurso de la 

DM (Brown et al., 1997), lo cual se correlaciona con nuestros resultados, ya que el 

receptor AT2 se encontró en las ratas C y la DM disminuyó su expresión, esta 

disminución se correlaciona con los datos reportados por Wehbi et al., (2001). Al 

disminuir la expresión del receptor AT2 por la DM, se restringen los efectos de su 

interacción con la Ang II, como la liberación de NO, antifibrosis, antitrombosis y 

antiproliferación, efectos producidos también por la unión de la Ang-(1-7) a su 

receptor Mas (Nakajima et al., 1995; Wehbi et al., 2001), lo que nos permite 

proponer que los efectos de Ang-(1-7) podrían estar supliendo los de Ang II-

receptor AT2 y por ello en la primera semana de DM no se observan 

modificaciones significativas estructurales y funcionales en el riñón.  

 La expresión del receptor AT2 no fue modificada significativamente por 

losartán ni por captopril respecto a las ratas D. Esto sugiere que la ruta de 

transcripción del receptor no se encuentra ligada a la síntesis de Ang II o al 

antagonismo del receptor AT1. 

 

7.2. Cultivo celular. 

Al incubar a las células del túbulo contorneado proximal (LLC-PK1) en un 

medio de cultivo con GN se observó la expresión de los receptores a Ang II (AT1 y 

AT2); también se observó expresión del receptor a Ang-(1-7). La expresión de los 

tres receptores aumentó conforme transcurrió el tiempo de incubación, alcanzando 

un pico máximo de expresión a las 4 h a partir de las cuales se mantuvo y 

posterior a las 8 h de incubación comenzó a disminuir su expresión. 

La incubación de las células en el medio de GA y con losartán (1X10-6 M) 

disminuyó la expresión del receptor AT1, lo cual se correlaciona con la tendencia 

observada en la corteza renal de las ratas D y nos confirma la participación de la 

Ang II-receptor AT1 en la DM. 

Las células también se incubaron en un medio con GA (25 mM) para 

mimetizar un estado de hiperglucemia, observándose que el receptor AT1 aumentó 

en relación a las células incubadas en GN. En relación a la expresión del receptor 

AT2 se observó que este receptor se expresa en esta línea celular y que al ser 
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incubadas en GA disminuyó su expresión lo que indica que las células tienen el 

SRAA como ocurrió en médula y corteza renal de las ratas. Al incubar a las células 

en GA y PD123319 (antagonista específico del receptor AT2) (1X10-6 M) disminuyó 

la expresión del receptor AT2; estos resultados confirman que tanto en el riñón de 

las ratas como en esta línea celular está presente el SRAA y que en ambos 

sistemas aumenta la expresión del receptor AT1 y disminuye la del AT2. 

El homogenado del inmunoblot reveló una banda de 37 kDa (peso del 

receptor Mas) (Gava, et al., 2009) en las células incubadas en GN, lo cual sugiere 

que en esta línea celular se expresa el receptor Mas de Ang-(1-7); y cuando se 

incubó en un medio con GA la expresión del receptor aumentó. Cuando las células 

fueron incubadas en GA con D-Ala-Ang-(1-7) (antagonista específico del receptor 

Mas) la expresión del receptor Mas disminuyó incluso a niveles más bajos que los 

de las células incubadas en GN, lo que sugiere la participación de la Ang-(1-7) y 

su receptor Mas en la DM como un sistema que se contrapone a los efectos de la 

Ang II-receptor AT1. 

Según estudios de Adams et al. (1999), los receptores acoplados a proteínas 

G (como el AT1, AT2 y Mas) se regulan por exposición persistente de sus ligandos; 

sin embargo también se sabe que dentro de los mecanismos generales celulares 

hay adaptación a las condiciones ambientales extracelulares, por ejemplo, se 

puede llevar a la célula a desensibilización que indica desacoplamiento rápido de 

los receptores de los sistemas de señalización; también puede darse 

internalización del receptor, la cual puede implicar el secuestro del receptor o su 

eliminación mediante endocitosis vesicular. Posiblemente por esta razón la 

expresión del receptor AT1 y del receptor Mas disminuyó al exponerlos a sus 

respectivos antagonistas (SOLO CUANDO ES AGONISTA). 

El receptor AT1 también disminuyó en las células expuestas a GA incubadas 

con D-ala-ang-(1-7), lo que sugiere probablemente porque al antagonizar al 

receptor Mas, la Ang-(1-7) podría estar también interactuando con el receptor AT1 

causando su internalización. 

En las células LLC-PK1 se ha observado que la exposición a GA promueve 

la expresión de MAPKs las cuales están asociadas con el daño a la nefrona. 
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También hay datos que muestran que la Ang-(1-7) al activar al receptor Mas inhibe 

la MAPK p38 estimulada por GA, efecto asociado con la activación de la proteína 

tirosin fosfatasa 1 contenedora de la homóloga 2 de Src (SHP-1); además la Ang-

(1-7) también inhibe la producción de TGF-β (Gava et al. 2009), por lo que 

posiblemente el receptor Mas incrementó en las células incubadas con GA, siendo 

un mecanismo homeostático para contrarrestar los efectos del receptor AT1. Otro 

de los mecanismos mencionados por los cuales la Ang-(1-7) protege de los daños 

renales producidos por la DM es evitando la disminución de los PPAR-γ. 

En resumen, la expresión de receptores en el cultivo celular y en la corteza 

renal se comportó de manera similar aumentando la expresión del receptor AT1 y 

disminuyendo la de AT2 en condiciones de hiperglucemia/GA y en las células LLC-

PK1 el receptor AT1 disminuyó con el losartán de manera significativa. La 

expresión del receptor Mas aumentó en las células incubadas con GA como un 

mecanismo para que la Ang-(1-7) produjera los efectos benéficos producidos por 

el receptor AT2; también se observó que al antagonizar al receptor Mas la 

expresión del receptor AT2 aumenta.  

8. CONCLUSIONES 
La Ang II a través de su receptor AT1 participa en el desarrollo de la HR en un 

modelo de DM temprana. 

 

Antagonizar al receptor AT1 con losartán tuvo un efecto renoprotector más 

evidente que inhibir la síntesis de Ang II con captopril en el transcurso de la DM. 

 

La incubación de las células LLC-PK1 en GA aumenta la expresión del receptor 

Mas, lo que indica la participación de la Ang-(1-7) como mecanismo protector de 

los daños producidos por la DM. 

 

Perspectivas. 
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Un aspecto importante es conocer la ubicación y su modificación de los diferentes 

péptidos del SRAA en el riñón durante la DM, por lo que se podría realizar la 

técnica de inmunohistoquímica.  

Recientemente se ha demostrado que el receptor AT1 se heterodimeriza con el 

receptor B2 de bradicinina provocando incremento en la activación de las proteínas 

G (Gaq y Gai) las dos proteínas G activadas por el receptor AT1. De esta forma, la 

formación del heterodímero puede provocar sinergismo funcional, incluso en 

ausencia del ligando agonista; sin embargo en vasos sanguíneos y en el riñón el 

efecto de estimular al receptor AT1 y B2 son opuestos, por lo tanto conocer cómo 

participa la heterodimerización es importante para saber cómo participa durante el 

transcurso de la DM. 
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APÉNDICES 

APÉNDICE 1. Técnica histológica 

 

Posterior a la fijación en paraformaldehído (4%), los riñones fueron almacenados 

hasta su procesamiento. Las muestras fueron lavadas y deshidratadas con 

histoquinete a temperatura ambiente de la siguiente manera: 1) Dos cambios de 

una hora en etanol al 70%, 2) Una hora en etanol al 80%, 3) Dos cambios de una 

hora en etanol al 90%, 4) Dos cambios de una hora en etanol al 96%, 5) Dos 

cambios de una hora en alcohol absoluto, 6) Dos cambios de una hora en una 

mezcla etanol-xileno (50:50), 7) Dos cambios de una hora en xileno. 

Posteriormente la muestra fue impregnada de parafina en una estufa 

bacteriológica, después de lo cual la pieza fue incluida en parafina utilizando para 

ello las escuadras de Leuckat. Una vez hechos los bloques se enfriaron 

rápidamente y se cortaron con un micrótomo, dándoles forma de trapecio. Se 

expuso totalmente la pieza y se realizaron los cortes de 5 µm cuidando que las 

cuchillas estuvieran limpias, aceitadas y bien afiladas. Para montar los cortes se 

usó un baño circular con control termostático a una temperatura de entre 40 y 50 

°C. Los cortes fueron depositados en el portaobjetos agregándoles unas gotas de 

etanol al 70% para extenderlos. Los portaobjetos fueron secados en una estufa 

bacteriológica y se procedió a la aplicación de la técnica de tinción Eosina-

Hematoxina. Para su conservación se fijó el cubreobjetos con una resina sintética. 

Las preparaciones fueron observadas en un microscopio óptico y el área de las 

células del túbulo proximal fue medida con el software Motic Images Plus 2.0 ML. 

 

APÉNDICE 2. Cuantificación de proteínas por el método de Bradford  

Para la curva de calibración se utilizaron las siguientes concentraciones: 

 

 

Pozo PBS (1X) Albúmina Reactivo 
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(0.1µgµl-

1) 

Bradford 

1 160 0 40 

2 150 10 40 

3 140 20 40 

4 120 40 40 

5 100 60 40 

6 80 80 40 

7 60 100 40 

Muestras 155 

5 µl de 

muestra 40 

 

Una vez agregado el reactivo Bradford se mezclaron y se leyó la absorbancia a 

595 nm. 

Los datos obtenidos de la curva de calibración se graficaron contra la 

concentración de la misma y se hizo la regresión lineal y así se determinó la 

concentración de proteína en la médula y corteza de los diferentes organismos. 

 

APÉNDICE 3. Cuantificación de proteínas por el método de Lowry. 

Para la curva de calibración se utilizaron las siguientes concentraciones: 

Número de tubo µg de proteína 
µL de albúmina 

(1mg mL-1) 
Volumen de 

agua 
Volumen final 

1 0 0 200 200 
2 5 10 190 200 
3 10 20 180 200 
4 15 30 170 200 
5 20 40 160 200 
6 30 60 140 200 
7 35 70 130 200 
8 40 80 120 200 
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9 45 90 110 200 
10 50 100 100 200 

 

Las muestras fueron diluidas 1:50 y se realizaron por duplicado. A cada tubo se le 

agrego 1 mL de solución C y se incubaron 10 min. Posteriormente se les agregó 

100µL de la solución Foling 1N se mezclaron y se incubaron a temperatura 

ambiente por 30 min. Se leyó la absorbancia a 750nm. 

Los datos obtenidos de la curva de calibración se graficaron contra la 

concentración de la misma y se hizo la regresión lineal y así se determinó la 

concentración de proteína en corteza. 

 

APÉNDICE 4. Preparación de geles para electroforesis 

 (Para dos geles) 

1) Gel de electroforesis (Gel de separación) 

Agua miliQ (mL) 7.9 

Acrilamida 30% (mL) 6.7 

Tris 1.5M pH 8.8 (mL) 5 

SDS 10% (mL) 0.2 

TEMED (mL) 0.008 

Persulfato de amonio (10%) (mL) 0.2 

2) Gel de concentración 

Agua miliQ (mL) 2.4 

Acrilamida 30% (mL) 0.67 

Tris 0.5M pH 6.8 (mL) 0.5 

SDS 10% (mL) 0.04 

TEMED (mL) 0.004 

Persulfato de amonio (10%) (mL) 0.04 
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