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Resumen

La diabetes mellitus (DM) se define como un desorden metabdlico crénico complejo
caracterizado por niveles glucémicos altos debido a defectos en la secrecion de insulina, a su
accion o ambas, generando anomalias del metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las
proteinas. La DM afecta la totalidad de los 6rganos y tejidos, originando complicaciones
crénicas tanto micro como macrovasculares, las primeras relacionadas con dafio al endotelio
y masculo liso manifestandose como nefropatia, neuropatia y retinopatia diabéticas, las
lesiones macrovasculares se observan como infartos al miocardio y derrame cerebral
principalmente. La nefropatia diabética (ND) se trata de lesiones renales originadas por
afeccion de los pequerios vasos, es una lesion exclusiva de DM ya que ocurre por la presencia
de hiperglucemia cronica, en la que se afecta la microcirculacién renal originando una serie
de alteraciones funcionales y estructurales principalmente a nivel glomerular. La
insuficiencia renal constituye un suceso temprano en la progresion a la nefropatia diabética,
pues la hiperglucemia causa hipertrofia en las células mesangiales, con incremento de la
transcripcion génicay secrecion de proteinas de matriz extracelular, como colagena, laminina
y fibronectina. A nivel digestivo, la microbiota intestinal y sus metabolitos juegan un papel
fundamental en la fisiopatologia del huésped. Los acidos grasos de cadena corta (AGCC),
ejercen efectos reguladores positivos sobre el metabolismo energético, la secrecion
hormonal, la inflamacion, la hipertensién y el cancer, y su funcién esta relacionada con la
activacion de receptores acoplados a proteinas G transmembranales y la inhibicién de la
acetilacion de histonas. La creciente evidencia sugiere que los AGCC pueden tener un efecto
positivo en la enfermedad renal a través de la activacién del eje intestino-rifion. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar el efecto de la suplementacion con tributirina, un AGCC
derivado del butirato, en ratas Wistar con diabetes e insuficiencia renal. Para ello se utilizaron
35 ratas Wistar macho de 8 semanas de edad, divididas en 3 grupos, dos de los cuales fueron
sometidos a un modelo de nefropatia por hiperglucemia crénica mediante la administracién
de estreptozocina (STZ) via endovenosa, el grupo tratamiento 1 recibi6é una suplementacién
con tributirina, mientras que el grupo control negativo recibié una administracion de solucion
salina fisiologica, se realizaron 6 muestreos por grupo para la realizacion de examenes de

hemograma, bioquimica y urianalisis para observar el comportamiento de los analitos a lo



largo del estudio. Los resultados de laboratorio evidenciaron que el modelo utilizado para la
investigacion resultd ser atil para la medicion de los objetivos. Se demostré que la
suplementacion con tributirina por via oral ayuda a disminuir los niveles de glucemia, dando
por consecuencia la disminucion del dafio metabdlico por este incremento de glucosa, mejora
los valores de enzimas hepéticas, y retarda la presentacion clinica de ND en el grupo
experimental con respecto al Grupo Control Negativo.

Palabras clave: Diabetes, enfermedad renal, acidos grasos de cadena corta, tributirina,
iIHDAC.

Abstract

Diabetes mellitus is defined as a complex chronic metabolic disorder characterized by high
glycemic levels due to defects in insulin secretion, its action or both. This results in
abnormalities in the metabolism of carbohydrates, fats and proteins. Diabetes mellitus affects
all organs and tissues, causing both micro and macrovascular chronic complications, the first
ones related to damage to the endothelium and smooth muscle manifesting as diabetic
nephropathy, neuropathy and retinopathy, macrovascular injuries are observed as myocardial
infarctions and effusion mainly brain. Diabetic nephropathy refers exclusively to kidney
lesions caused by involvement of the small vessels, thus being the exclusive chronic injury
of diabetes mellitus, in which the renal microcirculation is affected, causing a series of
functional and structural alterations, mainly at the glomerular level. Kidney damage
constitutes an early event in the progression to diabetic nephropathy, since hyperglycemia
causes hypertrophy in mesangial cells, with increased gene transcription and secretion of
extracellular matrix proteins, such as collagen, laminin, and fibronectin. The intestinal
microbiota and its metabolites play a fundamental role in the pathophysiology of the host.
Short Chain Fatty Acids (AGCC) exert positive regulatory effects on energy metabolism,
hormonal secretion, inflammation, hypertension and cancer, and their function is related to
the activation of transmembrane G protein-coupled receptors and inhibition of histone
acetylation. Mounting evidence suggests that AGCCs are involved in kidney disease through

activation of the gut-kidney axis. The objective of the present work was to evaluate the effect



of supplementation with tributyrin, an AGCC derived from butyrate, in Wistar rats with
diabetes and kidney failure. For this, 8-week-old male Wistar rats were used, divided into 3
groups, two of which were subjected to a model of chronic hyperglycemic nephropathy by
administration of streptozocin (STZ) intravenously, 6 samples were carried out per group for
carrying out hemogram, biochemistry and urinalysis tests to observe the behavior of analytes
throughout the study. The laboratory results showed that the model used for the investigation
turned out to be useful. It is shown that oral tributyrin supplementation helps to decrease
blood glucose levels, resulting in decreased metabolic damage due to hyperglycemia,
improves liver enzyme values as well as delaying the clinical presentation of DN in the
treatment group compared to the negative control group.

Key words: Diabetes, kidney disease, short chain fatty acids, tributyrin, HDACi
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1. INTRODUCCION

La DM es una enfermedad cronica degenerativa que se caracteriza por una manifestacion
clinica de diversos procesos fisiopatoldgicos desencadenados por la presencia de
hiperglucemia por un déficit en el metabolismo de la glucosa, consecuencia de una
disminucion en la produccién y/o accion de la insulina (Mayer-Davis y col., 2018). El
resultado de una diabetes no controlada es la hiperglucemia, que si persiste de forma crénica
terminara por dafiar a los 6rganos y tejidos del individuo, especialmente el tejido neuroldgico
y vascular. Los signos clinicos principales de la enfermedad son: poliuria, polidipsia,
polifagia y agotamiento severo*. Los péptidos producidos por el pancreas son insulina por
las células beta y glucagon por las células alfa, la liberacidn de insulina esta regulada por el
aumento de los niveles de glucosa sanguinea, la molécula de insulina consta de dos cadenas
de péptidos unidos por puentes disulfuro; la molécula de insulina se activa cuando el péptido
C se rompe gracias a una molécula de proinsulina dentro de los granulos secretores de las
células beta. Mientras que el glucagén es el encargado de enviar sefiales gluconeogénicas al

higado para aumentar la presencia de glucosa sanguinea (Ochoa y col., 2017).

La DM se ha catalogado como la epidemia del siglo XXI y es considerada un reto global
debido a su alta incidencia y prevalencia calculada al 2019 en 9.4% en adultos mayores de
18 afnos. Solo en México representa la segunda causa de muerte en humanos, tan sélo en el
2019 fue la causa directa de 4.2 millones de muertes a nivel mundial**, y se estima que al
afio 2030 sera la séptima causa de muerte a nivel global. De acuerdo con la Federacion
Mexicana de Diabetes, México ocupa el 6to lugar en diabetes en el mundo, repercutiendo en
la sociedad a nivel econémico y de calidad de vida, en el primero se estima que el gasto
publico destinado a la enfermedad y sus consecuencias es aproximadamente $362,860
millones de ddlares anuales, repercute la calidad de vida del individuo reduciendo su
esperanza de vida entre 5- 10 afios y presentando complicaciones agudas y cronicas.
*fmdiabetes.org

**https://es.statista.com/estadisticas/702480/fallecimientos-causados-por-la-diabetes-a-
nivel-mundial/



Las complicaciones agudas entre las que se encuentran hipoglucemia, cetoacidosis y
sindrome hiperglucémico hiperosmolar, son provocadas por un mal control metabdlico,
mientras que las consecuencias cronicas se deben al progreso de la enfermedad, entre las mas

comunes se encuentran (Hernandez-Avila y col 2013; INEGI, 2016):

e Lesiones microvasculares:

o Retinopatia: ceguera

o Nefropatia: insuficiencia renal terminal

o Neuropatia

o Pie diabético: en muchas ocasiones termina con amputaciones.

e Lesiones macrovasculares:

o Infarto al miocardio

o Accidentes cerebrovasculares: derrame cerebral o embolia

o Insuficiencia circulatoria de los miembros inferiores
La diabetes se considera la segunda causa de insuficiencia renal; la ND se refiere
exclusivamente a las lesiones renales originadas por afeccién microangiopatica, siendo por
ende una lesidn cronica exclusiva de la DM, en la que se afecta la microcirculacion renal
originando una serie de alteraciones funcionales y estructurales principalmente a nivel
glomerular (Mezzano A. y col, 2005). El glomérulo es una estructura con mdultiples
interacciones de células endoteliales, mesangiales y epiteliales que forman anillos capilares
de filtracién. Tanto la diabetes como la hipertension causan la expansién gradual del
glomérulo, desencadenando la disfuncién endotelial y cambios hemodinamicos: pérdida de
la carga eléctrica de la membrana basal glomerular y su engrosamiento, disminucion en la
cantidad de podocitos y la distension mesangial, esto se ha observado en lesion glomerular
inicial, lo que probablemente desencadena la glomeruloesclerosis. La reaccion del tejido
renal dafiado se asemeja a la reaccion comdn de la reparacion de heridas, sin embargo, la
recuperacion de tejido funcional no siempre ocurre. Durante los 10 afios posteriores al
diagnostico de diabetes, entre 5y 10% de los individuos presentan complicaciones de tipo
renal, cuya signo inicial es oligoalbuminuria que progresa al cabo del tiempo a
macroproteinuria y que desencadena en una enfermedad renal en estado terminal, la cual

requiere de terapia de soporte como la hemodialisis.



El dafio renal constituye un suceso temprano en la progresion a la ND, pues la hiperglucemia
causa hipertrofia en las células mesangiales, con incremento de la transcripcion génica y
secrecion de proteinas de matriz extracelular, como colagena, laminina y fibronectina
(Alvarez y col., 2017). A nivel histoldgico se observa engrosamiento de la membrana basal
glomerular y tubular, esto trae por consecuencia albuminuria y fibrosis intersticial. Ademas,
se puede observar fibrosis glomerular e intersticial y atrofia tubular renal, lo que desencadena
la insuficiencia renal (Viladoms, 2011). Calvo-Vazquez y col., 2015, realizaron una
investigacion acerca de la prevalencia de la enfermedad renal no diagnosticada en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2, en la cual concluye que, en ocasiones, la enfermedad no se

detecta a tiempo.

Uno de los primeros signos que pueden ser indicativos de insuficiencia renal es la presencia
de microalbuminuria, que debe ser tratada mediante dieta, control estricto de la glucemia,
presion arterial e inclusive medicacion farmacol6gica (Torres y Zacarias, 2002). Varios
mecanismos estan involucrados en la patogenia de la ND, como el estrés oxidativo, las
citoquinas inflamatorias y la fibrosis inducida por el factor de crecimiento transformante p.
La literatura reciente destaca la importancia de los mecanismos epigenéticos en su desarrollo,
los factores ambientales y de estilo de vida, que se cree que estan asociadas con esta
patologia. Las histonas desacetilasa estan involucradas en varias vias bioldgicas relevantes
para la etiologia, asi como en la patogénesis de la ND. El estrés oxidativo y la inflamacién
cronica estimulan el factor nuclear xB, que es el regulador clave de las citocinas
proinflamatorias y quimiocinas que promueven la inflamacion. La enfermedad renal crénica
(ERC) al disminuir el aclaramiento de citocinas proinflamatorias se asocia al desarrollo de
estrés oxidativo e inflamacion, factores que contribuyen a la progresion de la enfermedad y
a sus complicaciones incluyendo enfermedad cardiovascular, caquexia, anemia, entre otras
(Cigarran, 2017).

Las células mesangiales (CM) del rifion son un tipo de célula importante para mantener la
estructura y funcion normal del glomérulo, produciendo diversos factores de crecimiento y
citoquinas, regulando el intercambio de matriz extracelular en la estructura. En la nefropatia

diabética, se cree que las CM son el tipo de células principales responsables de la



acumulacion de MEC que caracteriza la lesion, particularmente en la enfermedad temprana
(Riser y col., 2010).

Segln National Fundation Kidney Disease Outcomes Quality Iniciative (NK/DOQI), la
insuficiencia renal cronica se define como insuficiencia renal de mas de tres meses, que se
distingue por anormalidades estructurales y funcionales del rifion, o con disminucion de la
tasa de filtracion glomerular, manifestada por anormalidades patolégicas o marcadores de
insuficiencia renal. El cuadro patoldgico generalmente se asocia a micro o macro albuminuria
y retinopatia. La mayoria de los diabéticos tienen algin cambio histopatolégico que puede
revelar dafio renal, sin embargo, suelen conservar su funcion renal normal durante 5 a 10
afios, hasta que el dafio es evidenciado por cambios en los estudios clinicos. La progresion
de la enfermedad renal crénica en diabéticos con macro albuminuria es mayor en los
pacientes hipertensos, lo que resalta el papel de la hipertension en la progresiéon de la

enfermedad renal cronica. (Calvo-Vazquez y col., 2015).

A nivel clinico, el parametro mas utilizado para evaluar la funcién renal es la creatinina
sérica, sin embargo, sus valores no se elevan hasta que se ha producido una alteracion
significativa en la filtracion glomerular, incluso por debajo del 50%. Ademas, el descenso
progresivo de masa muscular que se asocia con la edad hace que la creatinina no ascienda a
pesar de la pérdida fisioldgica progresiva de la filtracién glomerular. (Calvo-Vazquez y col.,
2015).

La acumulacion excesiva de matriz extracelular (MEC) en los rifiones y la transicién epitelial
a mesenquimatosa (TEM) de las células epiteliales tubulares renales contribuye a la fibrosis
renal que se asocia a nefropatia diabética. La histona deacetilasa (HDAC) determina el estado
de acetilacion de las histonas y, por lo tanto, controla la regulacién de la expresion génica.
Hyunjin y col., 2009 investigaron acerca de la histona deacetilasa-2, y encontraron que es un
regulador clave de la lesién renal inducida por la diabetes y por el factor de crecimiento
transformador B1 (TGF- B1). Determinaron que las especies reactivas de oxigeno (ROS)
funcionan como mediadores de la activacion para HDAC y que el uso de inhibidores no
selectivos de HDAC disminuye la expresion de ARNm y proteinas que componen la matriz

extracelular, evitando asi la transicion epitelial mesenquimatosa. Ademas, observé que la



actividad de HDAC-2 aumento significativamente en ratas que habian sido estimuladas con
TGF-B1.

Algunos autores mencionan que la fibrosis renal es el resultado del colapso del parénquima.
El estadio final de la enfermedad renal se caracteriza por la presencia de glomeruloesclerosis,
esclerosis vascular y fibrosis tubulointersticial. La glomeruloesclerosis se atribuye
inicialmente a la produccién desproporcionada de proteinas de la sustancia fundamental por
parte de las células mesangiales, lo que genera reduccién en la actividad proteolitica
extracelular generada por las células. En este sentido, la produccion glomerular excesiva de
Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-p), la citocina clave del desarrollo de la
glomeruloesclerosis y de la fibrosis tubulointersticial, estimula a las células mesangiales, y
es probablemente inductor mas potente de la transicion mesenquimatosa epitelial. La
activacion de TGF-B da como resultado la activacion del ciclo de deposicion de MEC,
mediante el aumento de la sintesis de proteinas y disminucién de la degradacion de la proteina
de matriz, resultado de la lesion permanente del tejido. La disminucion de la bioactividad de
esta citocina reduce la deposicion de MEC, asi como el desarrollo de la fibrosis en lesiones

renales experimentales.

Los niveles de ARNm y de proteina de TGF-B1 aumentan en los rifones de animales
diabéticos y también en humanos. El receptor para TGF-p1 también esté regulado de manera
positiva. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son bien conocidas como moléculas

sefializadoras que acttan como reguladores positivos de la lesién renal en la diabetes.

La evidencia reciente ha sugerido que los acidos grasos de cadena corta, los cuales se originan
principalmente como producto de la digestion de la fibra dietética en el intestino, juegan un
papel importante en la regulacion de la inmunidad, presion arterial, la glucosa y el
metabolismo lipidico, y parecen ser el vinculo entre la microbiota y la homeostasis del
individuo. Ademas de ser una fuente energética para las células epiteliales, también modulan
diferentes procesos de transduccion celular, a través de receptores acoplados en la proteina
G y actan como reguladores epigenéticos mediante la inhibicion de la histona deacetilasa y

como mediadores potenciales implicados en la via de la autofagia. Se ha revelado una



conexion intima entre los AGCC vy la lesién renal, lo que sugiere que podrian actuar como

objetivos terapéuticos en esta patologia.

Como es conocido, el proceso inflamatorio renal juega un papel primario en la insuficiencia
renal promoviendo glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial. La inflamacién en individuos
con disbiosis intestinal esta asociada con la carga bacteriana y las endotoxinas generadas por
esta, lo que aumenta la permeabilidad intestinal y conduce al desarrollo de una insuficiencia
renal aguda, relacionada con la infeccién y la aceleracion de la enfermedad renal cronica.
Todo esto ha propuesto la hip6tesis de una conexién intima entre el intestino y los rifiones,

lo que se denomina: eje intestino rifion.

Los efectos benéficos de los AGCC no sélo se relacionan con su propiedad para inhibir la
acetilacion de las histonas (HDAC), sino que también se relacionaron con su activacion de
receptores acoplados a proteina G transmembranal asociada (GPCR) y su efecto modulador
en la via de la autofagia.

Estudios sobre la transicion entre insuficiencia renal aguda a insuficiencia renal cronicay la
enfermedad renal en estado terminal indican que existen cambios en la microbiota intestinal
en las enfermedades renales, y realizar modificaciones en la microbiota puede disminuir la
permeabilidad intestinal. Los productos bacterianos de la pared celular como el
lipopolisacérido (LPS) y peptidoglucanos, son posibles causas de inflamacién en individuos
con ERC, como en los animales en que la inflamacién de la pared del colon esta asociada
con la ruptura de la barrera de union tipo “tight”, lo que permite la permeabilidad intestinal
y la translocacién de ADN bacteriano y LPS al torrente sanguineo (endotoxinas derivadas
del intestino), y las células inmunes subyacentes (como los macrdfagos, neutrofilos y
linfocitos) son responsables de activar una respuesta antimicrobiana e inflamatoria. La
exposicion a la endotoxina iniciara una respuesta inflamatoria sistémica y estrés oxidativo,
lo que inducird y acelerara aun mas la lesién renal y la enfermedad cardiovascular,

incluyendo la enfermedad renal aguda y la insuficiencia renal crénica. (Huang, y col., 2017).



2. ANTECEDENTES

Los &cidos grasos son una fuente de energia esencial y son moléculas de sefializacion que
regulan diversos procesos celulares y funciones fisioldgicas. (Ichimura, y col., 2014). Los
AGCC son resultado de la fermentacién bacteriana de carbohidratos no digestibles y
oligbmeros de hexosa con diversos grados de polimerizacion, como polisacaridos no
almidonados, almiddn resistentes, oligosacaridos (inulina y oligofructosa), disacaridos
(lactosa) y alcoholes de azucar (sorbitol y manitol). Se clasifican de acuerdo al nimero de
carbonos y son de cadena corta porque contienen menos de 6 carbonos. EI 60% de la energia
que obtiene el enterocito proviene de los AGCC que son absorbidos rapidamente por el
epitelio intestinal, comenzando desde estomago y alcanzando su mayor nivel de absorcién
en ciego y colon ascendente tanto por transporte activo como pasivo, difunden libremente a
través del citosol de la mucosa y entran en la circulacion venosa actuando sobre médula ésea
y en otros 6rganos mediante circulacion sistémica manteniendo su forma de acido graso libre;
éstos son principalmente tres: acido butirico, acético y propidnico, los cuales representan
aproximadamente el 83% del total de AGCC emitidos en el colon. Se metaboliza a acetil-
CoA, lo que demuestra que es importante no solo para la energia, sino también para la
actividad de las histonas acetiltransferasas (HAT). (Dallas y col., 2012).

De entre los AGCC estudiados, el &cido butirico es el més importante para el metabolismo
de los colonocitos, ya que cerca el 95% es metabolizado in situ. El orden de utilizacion de
combustibles respiratorios por el colonocito es el siguiente: butirato > acetato > glutamina >
glucosa. La oxidacion del butirato ha sido demostrada en modelos murinos y en el humano,
después de absorbido, el butirato es oxidado y convertido en cuerpos cetdnicos, como
acetoacetato y B-hidroxibutirato, implicados en la sintesis de ATP (Figura 1). El metabolismo
puede también activar proteinasas especificas, promoviendo el trofismo celular por la
generacion, a partir acetil-CoA, de mevolanato, que actla en la via para la biosintesis del
colesterol y en la activacion de la proteina G. Defectos en el metabolismo del butirato pueden
estar envueltos en la patogénesis de la colitis ulcerativa, pues los colonocitos en pacientes
con esta enfermedad, presentan una disminucion en la oxidacién de butirato con respecto a

colonocitos sin anormalidades en la mucosa. Estudios recientes han identificado receptores



de &cidos grasos libres acoplados a proteinas de membrana catalogados como “huérfanos”
que estan involucrados en el metabolismo energético en varios tejidos: adiposo, intestinal e
inmune. Se ha detectado que la expresion de estos receptores en células intestinales esta
ligada a la homeostasis energética. Ademas, se han encontrado abundantes receptores de
AGCC a nivel de ganglios simpaticos, la activacion de estos receptores promueve
directamente la liberacion de noradrenalina de las neuronas simpéticas. En contraste, en
condiciones de ayuno los acidos grasos suprimen el gasto energético. Por lo que se deduce
que los receptores de AGCC regulan la actividad simpatica al detectar el estado nutricional
del cuerpo, manteniendo asi la homeostasis de la energia de este. Ademas del sodio, los
AGCC proveen también la absorcidn de potasio y agua, lo que les confiere un importante
efecto anti secretorio. Se ha observado en estudios experimentales que una reduccion de la
concentracion de AGCC en el lumen intestinal esta relacionada con cuadros diarreicos. En
concordancia, una infusion de estos o simplemente de butirato puede aumentar

significativamente la absorcion de sodio y agua por los colonocitos.
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Kelly y col., 2015 reportaron el papel del butirato en el consumo de COz a nivel intestinal,
dando como resultado la estabilizacion del factor inducible de hipoxia (HIF), factor de
transcripcion involucrado en la proteccion de barrera, también reportaron la observacion de
que el uso de antibioticos provoca reduccién de la produccién de butirato en colon, asi como

de HIF, aseverando que la concentracion de ambos puede ser restaurada por la



suplementacion con tributirato. (Kelly y col., 2015). En humanos ha podido observarse el
mismo efecto, un estudio demostré que los enemas a base de AGCC restauran la absorcion
acuosa en pacientes con diarrea. En el sindrome de intestino corto, donde se puede observar
la pérdida considerable de agua y sodio, el efecto antidiarreico de los AGCC podria tener
relevancia clinica, promoviendo la mejora de los cuadros diarreicos, disminuyendo la
necesidad de la terapia de liquidos en el individuo. Esto debido a que el intestino delgado y
el colon llevan a cabo la funcién de absorcion de iones sodio, generando un gasto de ATP,
sin embargo, la presencia de AGCC estimula esta absorcion. La presencia intracelular de
butirato aumenta los niveles de gas carbonico, que posteriormente suministran el nimero de
protones para la absorcion de sodio por el canal de iones Na*/H* en la superficie del epitelio
(Saemann y col., 2002). Otros estudios reportaron que por cada 10 nmol de AGCC se

absorben cerca de 40mmol de Sodio y 360 ml de agua (Ruppin y col., 1980; Méarquez, 2003).

Ademas de ser una fuente importante de energia para los colonocitos, el butirato también
interviene en varias funciones celulares que afectan la salud e integridad del colon. Posee
efecto anticancerigeno y antiinflamatorio, puede alterar la barrera intestinal e interviene en
la saciedad y el estrés oxidativo. Watkings y col., publicaron en el afio 1999 los efectos
proapoptaticos del acido butirico en células cancerigenas en colon, observando el mismo
efecto en células cancerigenas de higado en estudios in vitro. En el afio 2011 se le atribuyen
propiedades de inhibicion de la sintesis de factor de necrosis tumoral (TNF-a) mediante la
atenuacion de la activacion del factor nuclear kB (NF-kB) en ratas con lesion hepética
inducida por lipopolisacarido (LPS) que recibieron un suplemento via oral con tributirato.
Los investigadores comprobaron que esta suplementacion aumentaba la concentracién de
tributirato en circulacion portal, ademas de observarse la atenuacion de la respuesta

inflamatoria. (Miyoshi y col, 2011).

2.1 Efecto en cancer

El butirato también potencia la accion de quimioterapéuticos. Tratamientos en lineas
celulares de leucemia linfoblastica aguda, muestran aumento en los efectos citotdxicos de los

quimioterapéuticos, asi como un mejor efecto antineoplasico al usar de manera simultanea



medicaciones de butirato, observando un efecto sinérgico después de la medicacion,
resultando en la reduccidn significativa de la proliferacion celular (Kim Sy col., 2013).

Esta propiedad anticancerigena se debe principalmente a la capacidad del butirato para
hiperacetilar histonas. Estudios in vitro han demostrado la capacidad e inhibicidn de la
enzima histona desacetilasa, lo que aumenta la concentracion de histonas acetiladas,
afectando la organizacién de la cromatina. Esto permite que el ADN se vuelva mas accesible
a factores de transcripcion responsables de activar genes especificos para la apoptosis. El
tratamiento de lineas celulares de cancer de colon con butirato resulto en la hiperacetilacion
de histonas H3 y H4, ademas del aumento en la expresion de p21, proteina que ejerce la

actividad supresora en células tumorales (Koh A. y col., 2016).

Existe un efecto conocido como: la paradoja del butirato; este efecto depende de los
diferentes perfiles metabolicos para las células. Las células neopléasicas no utilizan el butirato
como fuente de energia, prefieren sustratos como la glucosa. Este mecanismo permite que
este nutrimento pueda actuar de manera directa en la regulacion de la expresion génica,
induciendo apoptosis en estas células que presentan un ciclo celular alterado. (Kim Sy col.,
2013).

2.2 Efecto en la permeabilidad intestinal

El butirato, en bajas concentraciones, induce la disminucion de la permeabilidad intestinal,
todo esto relacionado al aumento en la expresion de proteinas de union intercelular, en
concentraciones altas presenta un efecto contrario, al observarse un aumento en la
permeabilidad intestinal provocando la disminucion en el recambio celular por el efecto
HDACI en las células madre intestinales. Este acido graso también evita la translocacion
bacteriana, aumentando la proteccion contra Campylobacter jejuni Ademas de aumentar la
produccién de moco por su accion en las células productoras de mucina, lo que sirve como

barrera fisica que evita la traslocacion bacteriana. (Kim Sy col., 2013.)
2.3 Efecto en el sistema inmune

Otras investigaciones mostraron la influencia del butirato en el aumento de la sintesis de

mucina y también en la expresion de tff3, gen responsable de la sintesis de factores troficos
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y de péptidos que constituyen el moco. Diversos estudios indican que metabolitos bacterianos
como el butirato, pueden afectar la respuesta inmune del hospedero, aumentando la actividad
inmunomoduladora. Butirato puede generar el aumento de la actividad antiinflamatoria a
través de la inhibicion de la produccion y sefializacion de IFN-y y de la disminucion de la
expresion de TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-8, INOS y de metaloproteinasas. Ademas, aumenta la
expresion de IL-10 en monocitos humanos (Li My col., 2018).

También tiene mdaltiples efectos en leucocitos, particularmente en células
polimorfonucleares, alterando el pH citoplasmatico, la concentracion de calcio, el
metabolismo de oxigeno, la fagocitosis, la proliferacion celular y la distribucién de actina

centro de la célula.

Dentro de los mecanismos propuestos para la accion inmune del butirato, la supresion del
factor nuclear kappa B (NF-kB) es la mas estudiada. EI NF-kB es un factor de transcripcién
que controla la expresion de genes que codifican citocinas proinflamatorias, enzimas
inductoras de la inflamacion, moléculas de adhesion, factores de crecimiento, algunas

proteinas de fase aguda y receptores inmunes.

Algunos investigadores que se han interesado en los AGCC inicialmente se probaron en
enfermedades como la anemia donde se observd que estimulaba la produccion de
hemoglobina fetal (HbF), particularmente en anemia falciforme; Ademas otros estudios
dieron por resultado la observacion del efecto inmunomodulador mediante la inhibicién en
la produccion de citocinas proinflamatorias, disminuyendo la cascada de activacion del NF-
kB. Estudios en psiquiatria probaron tratamientos que exhibieron una actividad
neuroprotectora de los AGCC revirtiendo signos de Alzheimer, asi como atrofia muscular en
modelos animales de raton y rata, asi como en humanos mediante la inhibicion de Histonas
Deacetilasas (HDAC), en otros estudios de neurologia se observd que ayudan en la
disminucion del dolor neuropatico, y mejora la memoria y el aprendizaje en animales de
laboratorio. (Kim, 2013).

Otras investigaciones demuestran que el butirato puede modular la actividad del NF-kB en

diferentes tipos celulares, incluyendo las lineas de células cancerosas, células aisladas de la
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ld&mina propia del colon, macrdfagos, neutréfilos y monocitos. La habilidad del butirato para
modular la actividad de NF-kB esta relacionada con el potencial en inhibir las proteinas
desacetilasas, en accion similar a la observada con la histona desacetilasa, inhibiendo la

transcripcion de este factor. Tabla 1.

Con relacion a la inmunidad adaptativa, estudios con linfocitos provenientes de linfonodos
mesentéricos demostraron que el butirato posee efecto inmunomodulador con accion
inhibitoria semejante a la encontrada en otras células como los macré6fagos, neutrofilos y
células dendriticas. En cultivos de linfocitos, la administracién de butirato al medio de cultivo
inhibid la producciédn de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-2 e IFN-y, ademas de
promover cambios fenotipicos de las células Thl para Th2, debido a defectos en la

produccion de I1L-12 y supresion de la expresion del receptor de esta misma citocina.

En humanos, estudios demuestran que 5 de 10 pacientes con colitis ulcerativa han respondido
a la administracion del butirato, reflejando una mejora en la inflamacion; diferentes estudios
demuestran que pacientes con mala respuesta a tratamientos con corticoides, responden bien
al tratamiento de AGCC. Otros estudios clinicos avalan el uso de tratamientos para colitis
ulcerativa, demostrando mejoras en parametros histoldgicos e inflamatorios, disminucién en
la activacion de NF-kB y menor infiltracion de células inflamatorias en la mucosa colénica.
La combinacion de butirato en conjunto con farmacos antiinflamatorios como la
mesazalazina, también muestran eficiencia en estos pacientes. Sin embargo, existen estudios

similares que presentan resultados opuestos (Steinhart y col., 1996; Breuer y col., 1997).

Hablando de la administracién oral de butirato, son muy pocos los estudios in vivo y estos

presentan resultados contradictorios.

Tabla 1. Efecto del &cido butirico, fenil butirico y ac. Valproico relacionadas a HDAC en enfermedades
en humanos. KIM Sy col., 2013.

Patologia/ Relevancia Ac. Ac. Ac.
proceso Butirico Fenilbutirico | Valproico
Anemia Inhibicién de HDAC estimula produccion de | Humano | Humano Humano

hemoglobina fetal (HbF). Particularmente en | Rata

“anemia falciforme”
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Cancer Inhibidores de HDAC aumentan la | Ratén Humano Humano
sensibilidad celular a maultiples

quimoterapéuticos.

Modulacién Inhibiciones de HDAC con efecto | Ratén Raton Rat6n
inmune antiinflamatorio, disminuyendo la cascada de
activacion de NF-kB e inhibiendo la

produccion de citocinas inflamatorias.

Neurologia/ Inhibidores de HDAC en tratamiento | Ratén Humanos Rat6n
psiquiatria psiquiatricos, exhiben propiedades Rata Humano
neuroprotectoras. ha revertido sintomas en Raton

modelos animales de Alzheimer’s, ALS y
atrofia muscular. Han demostrado reducir la
severidad del dolor neuropatico, mejoran la
memoria y el aprendizaje en animales de

laboratorio.

Otros Enfermedad intestinal inflamatoria (ac. | Humanos | Humanos Humanos
Butirico)

Diabetes (fenil butirato)
VIH (Ac. Valproico)

2.4 Efecto hipoglucemiante

Se ha estudiado el efecto de dietas con suplementacion de butirato al 1% en lechones y ratas
con diabetes, se observé que los animales suplementados mostraron mejor absorcién hepética
de los nutrimentos, menor predisposicion de resistencia a la insulina y mayores niveles de
insulina en sangre, asi como menor concentracion de glucosa circulante. Estudios en
aterogénesis sefialaron que el butirato reduce 50% de aterosclerosis en aorta y valvula aortica,
reduciendo la accidn de citocinas en el area de inflamacion (Aguilar y col, 2014). En estudios
mas complejos, el butirato de sodio ha demostrado reducir la inflamacion y el dafio oxidativo
en ratas con lesion renal aguda inducida con medio de contraste (Machado y col, 2012). Otros
estudios abordan la suplementacion por vias de administracién intravenosa en comparacion
con la administracion oral evidenciando a esta Ultima como una opcion viable en la

implementacion de protocolos clinicos para diversas enfermedades.
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2.5 Efecto en HDAC

Las investigaciones demuestran que los derivados de butirato, como el butirato de sodio
(NaB) mejoran algunas condiciones fisiopatologicas en diversos modelos de estudio
mediante la inhibicion de HDAC. ElI NaB activa los genes del desarrollo pancreatico
temprano en células madre embrionarias y aumenta la diferenciacion de células beta, asi
como la expresion de genes de insulina en lineas de células de islotes pancreéticos de rata.
Ademas de aumentar la fosforilacion de la quinasa reguladora de sefiales extracelulares
(ERK) y modula la via de proteinas activadas por mitdgenos (MAPK) que conduce a la
proliferacion celular, aunado a su accion evitando la permeabilidad intestinal, este efecto se
ha estudiado en ratas recién nacidas. En un estudio en ratas juveniles con diabetes tipo 2
mostré mejorar la sensibilidad a la insulina, aumentar el gasto energético, asi como mejorar

el almacenamiento de glucégeno hepatico. (Khan and Jena, 2014).

Otras investigaciones han clasificado al butirato de sodio como un inhibidor no selectivo de
histona deacetilasa (HDACI) que inhibe a la mayoria de las histonas con excepcion de la
clase I1l. En concentraciones milimolares aumenta la acetilacion de histonas por inhibicién
de HDAC tanto en estudios in vitro como in vivo. Ademas, dos moléculas de NaB pueden
inhibir las HDAC al ocupar sus sitios hidrofobos. El butirato inhibe la produccion de
citocinas proinflamatorias con el TNF-a y, por lo tanto, puede reducir la inflamacion.
Recientemente se ha informado que las HDAC atentan el dafio citolégico en diversas

patologias incluida la fibrosis pancreética inducida por L-arginina (Kanika y col, 2015).

Algunas investigaciones demuestran que la inhibicién de las HDAC reduce las respuestas
inflamatorias al regular la sintesis de citoquinas y al inducir la apoptosis y / o disminuir la
proliferacion de células inflamatorias (Moreira y col, 2003). Estd comprobado que la
inhibicién de HDAC restaura la hipoacetilacion de histonas y la disfuncion transcripcional
(Sinn y col., 2007), mejora la neurogénesis, disminuye el riesgo de infarto al miocardio (Qi
y col., 2004; Faraco y col., 2006), disminuye la neuroinflamacion (Kim y col, 2007, 2009),
déficits neurologicos (Ren y col, 2004 ; Meisel y col., 2006 ; Yildirimy col, 2008 ), y aumenta
de la plasticidad sinaptica (Guan y col., 2009). También se ha informado que el NaB causa

un aumento en la acetilacion de histonas y la remodelacion de la cromatina (Schroeder y col.
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2008; Strasék y col, 2009). También se ha publicado que la inhibicion de HDAC previene la
apoptosis neuronal en condiciones citotdxicas e hipoxicas (Li y col, 2008). Ademas, se ha
sugerido que la inhibicion de HDAC también puede aumentar la transcripcion de moléculas
protectoras como factores de crecimiento, como el factor neurotrofico derivado del cerebro

y el factor neurotréfico derivado de la glia.

El butirato es notable porque es un inhibidor de histona desacetilasa (HDAC) que regula la
expresion génicay también sirve como la fuente de energia primaria para el epitelio del colon.
Teniendo en cuenta que el butirato es un acido graso de oxidacion mitocondrial, es razonable
que los genes involucrados en el metabolismo de los acidos grasos, el metabolismo de los
glicerolipidos, el ciclo del tricarboxilico (TCA), la fosforilacion oxidativa y la disfuncion
mitocondrial también se encuentra entre las principales categorias de KEGG. (Kyoto

Enciclopedy of Genes and Genomes) (Dallas y col., 2011)

2.6 Efecto en sindrome de intestino irritable

Otros estudios acerca de la concentracion de AGCC en individuos con sindrome de intestino
irritable (S11) han permitido demostrar que pacientes con SlI con estrefiimiento presentan
menores concentraciones de &cido propidnico y butirico, mientras que pacientes con Sl y
diarrea presentan mayor cantidad de butirato en heces, por lo tanto, propionato como butirato
pueden servir como biomarcadores para el diagnostico de Sll. (Sun y col, 2019). Se sabe
también que en estudios funcionales el butirato induce contracciones fasicas y ténicas en el
masculo circular de colon de rata, (Tazoe, 2008) lo que promueve la motilidad intestinal,
disminuyendo el tiempo de transito intestinal, que como es sabido es prolongado en pacientes
con diabetes e insuficiencia renal. El butirato puede inclusive reducir el estrés oxidativo
secundario a la inflamacién. Estudios basados en la administracion oral de butirato mostraron
la disminucion en la administracion de neutrdfilos y eosinofilos en modelos de colitis
experimental inducida por DSS (Vieira y col., 2011). La disminucion de estas células
confiere menor produccion de especies reactivas de oxigeno en el tejido intestinal,

contribuyendo a la disminucion del estrés oxidativo.
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2.7 Efecto antioxidante

Estudios in vitro demuestran que la reduccion del estrés oxidativo esta relacionada con
activacion de sistemas de reparacion de ADN y de enzimas antioxidantes (Hamer y col.
2008). La incubacion de células colonicas con butirato resulto en disminucion del dafio al
ADN, inducido por el peréxido de hidrégeno y en mayor medida, del sistema glutation-S-

transferasa.

2.8 Efecto en el control del apetito

Se han detectado dos receptores con afinidad por AGCC, GPR41 y GPR43 los cuales a su
vez presentan ligandos FFAR3 y FFA2, otras investigaciones amplian la informacion
describiendo la deteccion de ligandos- receptores para FFAR3 y FFAR2 en intestino delgado
e intestino grueso y que estos receptores al ser activados desencadenan la liberacion de
péptido YY (PYY) y de péptido similar a glucagén (GLP-1), con lo que mejoran el control
del apetito, el butirato activa el receptor GPR41, se ha encontrado que la activacion del
receptor GPR43 activa la respuesta inmune de células Polimorfonucleares (PMN) en sitios

de infeccion bacteriana. (Le Poul y col., 2003: 08; Ichmura y col, 2014).

3. FARMACOCINETICA DEL ACIDO BUTIRICO

A pesar de todos estos efectos, el uso clinico del butirato es limitado por su vida atil muy
corta, de entre 3 — 4 horas, metabolismo y excrecion réapidos, ademéas de los efectos
colaterales, como cefalea, nauseas, anorexia, entre otros. La administracion por via rectal
también es posible y la forma mas utilizada. En pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal es comun la indicacion de enemas con cantidades en aumento de butirato en el
colon, aunque el uso tiene baja aceptacion por los pacientes por ser un procedimiento

incémodo y que necesita su aplicacion de manera repetida durante el dia.

Existen alternativas para aumentar la disponibilidad de butirato en el ambiente intestinal. Una
de ellas es el uso de microparticulas de butirato que envuelven el compuesto hasta su llegada
al intestino, donde se disuelven y liberan su contenido en el ambiente intestinal,
disminuyendo algunas desventajas del butirato, ademas de aumentar el tiempo de exposicion

del compuesto, con la intencidn de generar una liberacion lenta y sostenida de particulas. Un
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estudio comparando el efecto antiinflamatorio del butirato y de microparticulas del butirato
mostro que el uso de microparticulas parece tener efectos mas favorables, ya que se observé
mejor eficiencia al disminuir la adhesion de las células polimorfonucleares, la produccion de

iones superdxido y liberacion de mieloperoxidasa por neutrofilos.

Los AGCC se absorben mediante difusion pasiva y transporte activo. La difusion pasiva se
lleva a cabo gracias a la bicapa lipidica de las células del epitelio intestinal formada por
fosfolipidos y colesterol principalmente. La proporcion de la absorcion depende del gradiente
de concentraciéon entre el lumen y la sangre portal o simplemente de la concentracion luminal
de AGCC. El flujo sanguineo influye sobre el gradiente de concentracion de nutrimentos y
en su tasa de absorcion. Se ha visto que la absorcion de AGCC aumenta el flujo sanguineo
en los vasos del colon en perro y del ciego en ratas a diferentes niveles dependiendo la
especie. En gatos se ha observado vasodilatacién a nivel de intestino delgado, lo que permite
un aumento en la absorcién de butirato. El indice de absorcion de AGCC no cambia por
accion de inhibidores metabdlicos y tampoco se han demostrado interacciones de
competitividad. Se sabe que la forma disociada de los AGCC influye en la absorcién del
sodio, en ratas se ha observado que el sodio estimula la absorcién de AGCC en el intestino
delgado. Se puede considerar que los AGCC tienen un efecto antidiarreico debido a su
capacidad para unirse al sodio, lo que da como consecuencia la disminucion de agua en el
lumen intestinal. Se considera que presenta transporte activo debido a que difunde en contra
del gradiente quimico y electroquimico, y porque requiere de energia para los mecanismos
de regulacion del pH. (Ros y col, 2011).

Se describen dos tipos de flujo de los AGCC, el porcentaje de distribucion, que describe la
cantidad de estos que pasa del lumen intestinal a la mucosa, y el porcentaje de transporte,
que describe la cantidad de AGCC que llega a la circulacion sanguinea, este ultimo
considerablemente mas bajo que el de distribucion, especialmente cuando la capacidad del
epitelio para metabolizar AGCC no esta saturada. Los AGCC pueden atravesar placenta o
ser liberados a través de la leche materna e influir en la expresion génica y el desarrollo del
sistema inmunologico. Se ha demostrado que, en un lumen con un pH bajo, la absorcion de

AGCC es mas rapida.
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4. TRIBUTIRINA

Una alternativa farmacologica a las limitantes del butirato es su presentacion como
tributirina, constituida por 3 moléculas de acido butirico esterificadas por glicerol (Hamer y
col., 2008) (Figura 2).

4.1 Farmacocinética

La tributirina se puede encontrar presente en forma natural, en la leche y sus derivados, es
hidrolizada por lipasas méas rapidamente que los triglicéridos de cadena larga y libera
moléculas de acido butirico en el medio intestinal. Se absorbe rapidamente y es
quimicamente estable en el plasma, se difunde a través de membranas bioldgicas y se
metaboliza por las lipasas intracelulares, liberando butirato terapeuticamente eficaz
directamente en la célula, ademas puede ser hidrolizada por lipasas intestinales y liberar
butirato al lumen intestinal. Estudios relacionados a enfermedades metabolicas como
diabetes y enfermedad renal han demostrado que la administracion de &cido butirico en
diferentes formas farmacéuticas puede ser una alternativa como tratamiento que contribuya

al control metabdlico de estas enfermedades.

La tributirina ha sido estudiada con la finalidad de mejorar la problematica en la
farmacocinética del butirato natural como farmaco, es decir, su rapida metabolizacion y su
incapacidad para alcanzar concentraciones farmacoldgicas en células neoplasicas. Se ha
estudiado el efecto que tiene sobre el crecimiento, la diferenciacion y la expresion del
receptor de vitamina D en células de cancer de colon en humanos. Se ha observado que la
tributirina es mas potente para inhibir el crecimiento e inducir la diferenciacion que el

butirato natural (Alvarez y col., 2012).
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Figura 2. Estructura quimica de la tributirina

En comparacion con el butirato, la tributirina tiene una farmacocinética mas favorable
y es bien tolerada. In vitro, la tributirina tiene potentes efectos anti proliferativos,
proapoptéticos y de induccidn de la diferenciacion en células neoplésicas. (Gaschott y
col, 2001). Los estudios realizados muestran que su uso reduce el reclutamiento de
neutrofilos al sitio de inflamacion y también inhibe la produccion de citocinas
proinflamatorias: TNF-oy CINC-2af y de 6xido nitrico por neutrofilos (Vinoloy col., 2011).
Mier y col, publica en el afio 2000 la prueba de que tributirina es una forma mas activa que

el butirato para la diferenciacién de células en casos de leucemia.

4.2 Dosis y efectos de la tributirina

Estudios de toxicidad y farmacocinética de la tributirina muestran que las concentraciones
en plasma son perceptibles a los 5 min pos-administracion y alcanzan el pico de
concentracion entre 15 y 60 minutos pos-administracion via endovenosa, y que dosis de
10.3g/kg en camundongos (raton domestico) son letales (Egorin y col., 1999). La
administracion de concentraciones menores a la dosis letal, no presentan toxicidad. En
humanos se han realizados pruebas con tributirina en pacientes con diferentes tipos de cancer,
observandose buena tolerancia de la medicacion oral tres veces al dia en dosis de 150-
200mg/kg durante varios meses. Las concentraciones plasmaticas observadas en el estudio
fueron 25uM, concentraciones adecuadas con la accion bioldgica, ademas de observar una
toxicidad minimay muchos pacientes reportaron mejora de sintomas como: bienestar, control

del apetito y control del dolor. (Eelman y col., 2003; Jusceline y col., 2017).
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Se ha relacionado el microbioma a la creciente poblacion con problemas alérgicos y con
enfermedades autoinmunes, describiendo a los AGCC como metabolitos que presentan
funciones protectoras en el individuo. En un estudio reportado en el 2011. Las especies
bacterianas involucradas en la produccién de ac. Butirico son las siguientes: Clostridium spp.,
Eubacterium spp., Fusobacterium spp., Butyrivibrio spp., Megasphaera elsdenii,
Mitsuokella multocida, Roseburia intestinalis, Faecalibacterium prausnitzii y Eubacterium
hallii, los mejores sustratos para éstas son el platano verde, papa cruda, varios tipos de
vegetales, semillas y granos. Las dietas actuales estan basadas en carbohidratos de facil
digestion, lo que disminuye las cantidades de fibra en la dieta dando como resultado niveles
bajos de produccion de &cido butirico a nivel de colon, alteraciones en la microbiota intestinal

y consecuencias a causa de lo anterior.

5. DISBIOSIS EN INDIVIDUOS CON DIABETES Y NEFROPATIA

La microbiota tiene un fuerte efecto sobre la homeostasis energética del colon en
comparacion con otros tejidos, esta especificidad se debe a los colonocitos que utilizan
butirato producto de la digestion bacteriana como su fuente primaria de energia. Los estudios
muestran que los colonocitos de ratones SPF viven un estado de privacion energética y
presentan una menor produccion de enzimas catalizadoras, sustancias clave en el
metabolismo intermedio, incluido el ciclo TCA. Todo esto trae como consecuencia una
disminucién muy marcada en NADH/NAD?, fosforilacion oxidativa y niveles de ATP, lo
que resulta en la activacion de AMPK, fosforilacion de p274"! y autofagia. Cuando se agrega
butirato a ratones SPF se observa una mejora en el déficit de respiracién mitocondrial,
evitando la autofagia. EI mecanismo se debe a que el butirato actia como fuente de energia
en lugar de como un inhibidor de HDAC.

Dallas y col en 2011 realizaron un experimento, el cual consistio en incubar colonocitos
aislados de ratones GF, asi como de ratones CONV-R, a estos se les midio la conversion de
CO2marcado, el resultado arrojo que los colonocitos GF presentan una disminucion del 31%
en el CO2 marcado en comparacién con los colonocitos CONV-R. Ademas, se pudo observar
una disminucion de los niveles de Acetil- CoA en los ratones GF hasta de un 30% en
comparacion con los ratones CONV-R. Acetil-CoA ingresa al ciclo TCA, y cinco de las ocho
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enzimas del ciclo TCA se regulan negativamente a nivel de ARNm y /o proteina. Tanto
malato como oxalato se observan disminuidos en condiciones GF.

Uno de los objetivos principales del ciclo TCA es reducir NAD*a NADH, que ingresa a la
cadena de trasporte de electrones, donde la fosforilacion oxidativa culmina en la produccion
de ATP. La disminucién de la actividad del ciclo TCA en los colonocitos GF deberia dar
como resultado una disminucion de la actividad del ciclo TCA en los colonocitos GF, lo que
a su vez dio como resultado una disminucién de la relacion NADH/NAD™ en las
mitocondrias. Estos investigadores aislaron mitocondrias de colonocitos GF, asi como de
colonocitos CONV-R, y les midieron la produccion de NADH y NAD+ por HPLC/ LC-MS.
Esta cuantificacion demostrd ser 22 veces méas baja en GF que en animales CONV-R. Los
estudios concluyeron que la colonizacion de los colonocitos GF con microbiota disminuye la
autofagia de estas células.

En respuesta a la privacion de nutrimentos, la activacion de AMPK induce autofagia, que es
un proceso catabélico en el que la célula degrada sus propios componentes celulares en un
intento de mantener la homeostasis energética. AMPK puede inducir autofagia al fosforilar

(Thr198) y estabilizar el inhibidor de la quinasa dependientes de ciclina 1B (p27+PY).

5.1 Efecto en la enfermedad renal cronica

En la enfermedad renal cronica se ha descrito una disbiosis en la microbiota con aumento de
bacterias patdgenas sobre las simbiontes; desde estadios tempranos se producen alteraciones
de forma cuantitativa y cualitativa, lo que afecta la composicion y actividades metabdlicas in
situ. Estas alteraciones incluyen disfuncién del transito intestinal, baja absorcion de
proteinas, modificaciones a la dieta que conllevan bajo consumo de fibra dietética (aunado
al bajo consumo de potasio y fosforo), tratamiento con hierro via oral y antibioterapia
frecuente y prolongada; estos factores alteran el microbioma normal, permitiendo el
sobrecrecimiento de bacterias productoras de toxinas urémicas como lo son las moléculas de
indoxil y cresol, aunado a la disminucién de la cantidad de bacterias que sintetizan acidos
grasos (Lau, 2014; Pahl and Vaziri, 2015; Razola, 2016). Se ha reportado la interrupcién de
las uniones estrechas de los enterocitos en diferentes modelos animales de ERC de
investigacion, altamente relacionado a la conversion luminal de urea a amonio por bacterias

productoras de ureasa. Todos los cambios antes descritos influyen en la patologia de
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inflamacion sistémica y toxicidad urémica a causa de la translocacion de endotoxinas y
fragmentos microbianos a circulacion sistémica. Adicionalmente, la microbiota del colon es
la principal fuente de diversas toxinas urémicas proinflamatorias, como indoxil sulfato y P-
cresol. Se ha demostrado que los mecanismos epigenéticos, como la metilacion del ADN, la
modificacion de histonas y los cambios de microARN, son importantes para la regulacién de
las funciones celulares. Entre ellas, las histonas desacetilasas (HDAC) son enzimas que
equilibran las actividades de acetilacion de las histonas acetiltransferasas en la remodelacion
de la cromatina y desemperfian funciones esenciales en la transcripcion de genes para regular
la proliferacion celular, la migracion y la muerte. Las histonas desacetilasas (HDAC) son
enzimas que equilibran las actividades de las histonas acetiltransferasas (HAT) en la
remodelacion de la cromatina, teniendo por consecuencia un papel esencial en la
transcripcion de genes para la regulacion de la proliferacion celular, la migracién y la

apoptosis, las vias inmunitarias y la angiogénesis.

6. ACIDO BUTIRICO Y SU ROL EN LA DIABETES Y ENFERMEDAD
RENAL

La diabetes es una enfermedad multifactorial y multisistémica, en la cual el desarrollo,
incidencia y prevalencia esta relacionada con factores inherentes a variables como edad,
etapa fisioldgica, genotipo y sexo, ademas de la influencia de factores ambientales como la
alimentacion (Kim y col, 2013). Uno de los desencadenantes en el desequilibrio metabolico
y desarrollo de diabetes es la obesidad, por un lado, y los desérdenes alimentarios por otro,
ya que también los ayunos prolongados provocan cambios metabdlicos que pueden derivar
en sindrome metabolico y diabetes gracias a la accion de las hormonas contrarreguladoras de
la glucemia. La concentracién de glucosa sanguinea es uno de los principales parametros de
referencia del estado metabdlico en los mamiferos; ésta representa la cantidad de energia
disponible que tienen los organismos para mantenerse con vida. La glucemia es evaluada
generalmente en condiciones de ayuno moderado (4 a 6 h posteriores a la ultima toma de
alimento). De acuerdo con los parametros en ratas, uno de los criterios para el diagnostico de
la DM es la concentracion alterada de glucosa durante este periodo (> 209 mg/dL). Uno de

los principales factores que modifican la concentracion de glucosa sanguinea es el ayuno, el
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cual se define como el cese total o parcial de la ingesta caldrica. Durante esta etapa se
presentan eventos metabdlicos regulados por hormonas, liberadas para el mantenimiento de
la homeostasis de la glucosa, evitando asi dafio a los diferentes tejidos, sobre todo a aquellos
que de forma normal la utilizan como Unico sustrato como son el madsculo estriado y los
adipocitos. El ayuno es uno de los principales factores que modifican la concentracion de
glucosa sanguinea; la cual comienza a elevarse 10 min después de la ingesta del primer
bocado, como resultado de la absorcion de los nutrimentos de la dieta a nivel intestinal
(carbohidratos). El ayuno puede clasificarse segun su duracion en breve y prolongado,
aunque no exista una delimitacion temporal clara. La concentracion de glucemia postprandial
esta regulada por varios factores: el aporte y tipo de carbohidratos de la dieta, la duracion de
laingesta y el tiempo que tardan en absorberse, asi como la secrecion de insulina y glucagén
y sus efectos coordinados en el metabolismo de la glucosa en el higado y tejidos periféricos.
Uno de los biomodelos ampliamente usados en la experimentacion es la rata de laboratorio
debido a que tiene caracteristicas que favorecen su manipulacion y reproduccion: rapido
crecimiento y desarrollo, facil manejo, gran nimero de crias, y reproducibilidad de algunas
de las enfermedades que aquejan a los humanos. Los parametros fisioldgicos de referencia
de la rata son una herramienta indispensable en los procesos de experimentacion, sobre todo
al momento de analizar los datos obtenidos en este modelo experimental. Esta herramienta
permite evaluar situaciones que pueden ser criticas durante la toma de decisiones en el
desarrollo de un experimento, debido a que cualquier cambio en los parametros fisiologicos
de los animales en estudio influye en los resultados obtenidos. Sin embargo, existe poca
informacion acerca de algunos de estos parametros o algunos de ellos son homologados a los
del humano sin tomar en cuenta factores como: tasa metabdlica, comportamiento alimentario

y conducta, o el mismo proceso salud-enfermedad. (Figueroa-Garcia y col., 2016).

Kumar y col., 2002, observaron una disminucién en los niveles plasmaticos de glucosa en
ratones alimentados con &cido butirico, también se pudo identificar que una dieta alta en fibra
mas la administracion de &cido butirico, ayuda a mejorar los niveles de glucosa plasmatica
permitiendo observar valores méas bajos de este analito en comparacion de la administracion

con este acido como Unico manejo.
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Estudios realizados por Sharmay Singh en el 2011 concluyen que el butirato de sodio puede
considerarse un agente farmacoldgico potencial para el tratamiento de la demencia vascular
inducida por la diabetes. Se ha encontrado una fuerte correlacion entre la demencia vascular
y la diabetes, la demencia vascular se ha convertido en la segunda causa de demencia a nivel
mundial, solo después del Alzheimer. Los principales factores de riesgo vascular de la
disfuncion endotelial son: la diabetes, el control glucémico alterado, la hipertension, la
obesidad y la hiper o dislipidemia. La demencia vascular se caracteriza por la pérdida de
funcién motora con una pérdida de memoria mas leve y se asocia con infarto cerebral y
hemorragia. Las personas diabéticas tienen un riesgo de 1.5 a 4 veces mayor de presentar
demencia vascular. (Sharma and Singh, 2011). Existen estudios probados en ratas diabéticas
de la linea Sprague dawley, en los cuales la administracion de butirato de sodio por via
intraperitoneal previo y posterior a la diabetizacion inducida mediante una inyeccién Unica
de estreptozotocina a dosis de 60mg/kg, mientras que la dosis de butirato de sodio fue
500mg/kg durante 21 dias, arrojaron como resultado: reduccion en la glucosa plasmatica,
creatinina, urea asi como en las alteraciones fibroticas, apoptosis y dafio al ADN a nivel renal
de las ratas del estudio. Todo esto gracias a la inhibicion del dafio inducido por eNOS, iINOS
y TGF-B. Investigaciones in vitro e in vivo mostraron que los inhibidores de HDAC
previenen la activacién de eNOS / iNOS inducida por la diabetes y, por lo tanto, reducen la
deposicién y la apoptosis de la MEC inducida por TGF-B1. (Khan and Jena, 2014). El estrés
oxidativo se produce cuando se rompe el balance entre las sustancias pro y antioxidantes
presentes en el organismo, encontrdndose una mayor presencia de especies reactivas de
oxigeno (EROSs) debido a un incremento en su formacién y a una disminucion en su

neutralizacién o eliminacion.

En 2017, Lingling y col, reportaron los efectos del uso de una cepa de Clostridium butyricum,
como su nombre lo dice, la cepa bacteriana incrementd los niveles de butirato a nivel
intestinal. El resultado que obtuvieron fue la mejora en marcadores de diabetes: glucosa
postprandial, tolerancia a la glucosa, tolerancia a la insulina, GLP-1 y secrecion de insulina,
y un decremento en los valores de lipidos e inflamacion. La cepa utilizada en su estudio

incluso mostrod revertir los dafios causado a nivel hepatico y mejorar el uso de la glucosa.
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También observaron cambios en la microbiota, obteniendo un incremento en bacterias

sintetizadoras de butirato.

Se han encontrado los receptores de &cidos grasos libres que dependiendo su ubicacion
promueven la utilizacion de AGCC, se informé que el receptor FFAR3 mejora la resistencia
a la insulina a través del circuito neuronal intestinal-cerebral, mediante de la activacion de
este receptor en nervios periféricos. Por lo tanto, los agonistas de activadores de receptores
de AGCC que acttan en los nervios periféricos pueden servir como un nuevo tipo de agente
terapéutico para los trastornos metabélicos. (Palop y col, 2009; Ichimura y col., 2014)

En la publicacion de Gonzalez y col, (2018) se muestran los resultados obtenidos del
experimento de la nefrectomia unilateral y nefrectomia 5/6 a ratas, ademas de que se
administro tributirina en una dosis 400 mg/kg/PV, se observé que los niveles de glucosa, urea
y creatinina se mantuvieron estables en las ratas que recibieron esta suplementacion, no asi
en las ratas sin suplemento, deduciendo que es la presencia de butirato en intestino lo que
promueve la sintesis de péptido similar a glucagon 1 (GLP-1), por medio de este mecanismo
disminuye la resistencia a la insulina provocando la inhibicion de la inflamacion en

adipocitos (Jia, y col, 2017; Gonzélez y col, 2018.)

La literatura plantea que, en modelos animales de DM tipo 1y tipo 2, las ratas diabéticas
hiperglucémicas presentan un incremento de la expresion génicade SGLT2 y SGLT1, lo que
implica un aumento de la capacidad renal méxima de reabsorcién tubular de la glucosa.
Probablemente, el informe de esos investigadores, unido a las hiperglucemias moderadas
(7.03 mmol/L/126.54 mg/dL en ayunas) que se manifiestan en el modelo experimental
empleado, sean la explicacion a los signos clinicos poco marcados en las ratas diabéticas de
90 dias de edad, lo que coincide con las etapas iniciales de la enfermedad humana, donde

dichos sintomas pueden pasar inadvertidos. (Alvarez, y col, 2007).

6.1 La inflamacion y su relacién con el desarrollo de DMT?2 al inducir resistencia a

la insulina y la disfuncion de las células f§

Diversos estudios han demostrado el papel de la inflamacion en la induccion a la alteracion

por diabetes, todo esto reforzado con el hallazgo de que las enfermedades infecciosas
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cronicas pueden conducir al desarrollo de DMT2. Las citocinas inflamatorias pueden inducir
directamente la resistencia a la insulina al interferir en la transduccidn de la sefial de insulina.
El TNFa e IL-6 activan diferentes quinasas Ser/Thr intracelulares, por ejemplo, quinasa Jun
NH2-terminal (JNK) e IKK-b. A su vez, estas quinasas catalizan la fosforilacion de serina
del sustrato receptor de insulina-1 (IRS1), inhibiendo su habilidad de reclutar fosfatidil
inositol-3- quinasa (PI3K) y AKT interrumpiendo asi la ruta de la insulina.

Ademas de la resistencia a la insulina, las moléculas proinflamatorias pueden incluso inducir
el deterioro de las células B, en particular, tanto la glucotoxicidad como la lipotoxicidad
pueden fomentar la produccion de IL-1b, IL-6 e IL-8 en islotes pancreaticos. Un
microambiente proinflamatorio puede entonces, regular negativamente el gen de la insulina
y promover la infiltracion de macréfagos y la apoptosis de las células B, contribuyendo en
general a la incapacidad del pancreas para compensar la demanda de insulina en pacientes

resistentes a la insulina.

La inflamacion de bajo grado es un fendmeno observado en varios tejidos en respuesta a la
sobrecarga de glucosa y lipidos. Incluso el hipotadlamo manifiesta una expresion génica
proinflamatoria después de una dieta alta en grasa (HFD) o una dieta alta en carbohidratos y
alta en grasas. Al igual que los tejidos musculares y grasos, JNK e IKK-b estan emergiendo
como piezas clave que determinan la sefializacion de insulina alterada, lo que sugiere que las
vias inflamatorias comunes en diferentes 6rganos pueden promover el desarrollo de DMT2.
Aparte de la sobrenutricion, el envejecimiento aumenta la actividad del eje IKK-b NF-kB en
el hipotalamo, lo que inicia inflamacion cerebral de bajo grado como denominador comun

de ambas afecciones.

Los efectos aditivos y el cuadro exacerbado de la metaflamacion e inflamacion son sugestivos
de un efecto combinado de estos dos fendmenos en el fenotipo que resulta en un menor
tiempo de vida en el paciente. Existe una Hipdtesis de factores compartidos entre ambas
condiciones en individuos con DMT2. Las principales vias que impulsan el envejecimiento
de los organismos estan intimamente relacionadas con el metabolismo. La estimulacion
prolongada del sistema inmune, la acumulacion de células senescentes, el reordenamiento

epigenético y un cambio en la composicion de la microbiota (disbiosis).
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6.2 Respuesta proinflamatoria de las células inmunes en condiciones de
hiperglucemia

La evidencia cientifica confirma que existe respuesta inflamatoria en las células inmunes
después de la exposicidn a altas concentraciones de glucosa in vitro. La secrecion de IL-1b,
IL-6, IL-8, MCP-1 y otras citocinas principales se ha demostrado tanto en monocitos como
en macrofagos derivados de individuos con DMT2 y en lineas celulares monociticas
expuestas a hiperglucemia. Todo esto como consecuencia de la activacion mediada por
especies reactivas de oxigeno (ROS) de p38 y otras quinasas proinflamatorias, induccién de
NF-kB, sobreexpresién de TLR, desacoplamiento mitocondrial con el consiguiente estrées
oxidativo y glucosilacion no enzimatica con sobreactivacion de la via AGE-RAGE. Ademas,
se ha comprobado el estado proinflamatorio méas pronunciado en células ex vivo de individuos
con DMT2, tanto en estado basal como después de la estimulacién. La glicemia y el estado
inflamatorio son casi directamente proporcionales porque los niveles de HbAlc muestran
una correlacion lineal con la expresion de IL-6 y TNFa en las células inmunes circulantes de

pacientes con diabetes.

Otras investigaciones muestran la ineficiencia fagocitica de los macr6fagos expuestos a altos
niveles de glucosa, un fendmeno que explica en parte la mayor incidencia de infecciones
cronicas entre los pacientes con diabetes, los estudios sobre la relacion inversa entre los
niveles de HbAlc y la tasa fagocitica respaldan la idea de que la funcién inmune adecuada
esta fuertemente relacionado al control glucémico. Con respecto a esto, las células inmunes
en un medio diabético tienen caracteristicas similares a las de las células sometidas a
inmunosenescencia. La movilizacion alterada de las células inmunes, asi como de las
progenitoras hematopoyéticas es evidente en la DMT2, contribuyendo posiblemente a la

aterosclerosis y a la neoangiogénesis alterada observada en muchos tejidos diabeéticos.

Se sabe que la hiperglucemia posprandial estd asociada con una respuesta inflamatoria
transitoria tanto en humanos como en ratones. Los hallazgos recientes sugieren una supuesta
funcién beneficiosa de la inflamacion inducida por el pico glucémico posprandial, los
macrofagos peritoneales secretan IL-1b de manera dependiente de la glucosa. Esta citocina a

su vez estimula la secrecion de insulina y juntas actian sobre macrofagos para inducir la
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absorcion de glucosa, y la insulina mantiene el perfil de expresion génica proinflamatoria.
De igual forma, la inflamacion mediada por IkB quinasa beta (IKKb) es un regulador positivo
de la homeostasis de la glucosa hepatica después de la alimentacion. Cabe mencionar que la
inflamacion posprandial se puede controlar mediante el control glucémico en ratones y

humanos.

Todo esto indica que la hiperglucemia puede inducir una respuesta proinflamatoria en las
células inmunes, posiblemente consiste con el grado de sobrecarga de glucosa y “susceptible”

al control glucémico.

6.3 Diferentes vias metabdlicas impulsan respuestas inmunes pro o antiinflamatorias

Los estados de activacion de los macrofagos tipo 1 y tipo 2 (M1, M2) con respecto al
metabolismo se diferencian del modo siguiente: los M1 de actividad proinflamatoria
consumen principalmente glucosa, con el ciclo de Krebs, por lo tanto, el aumento en la
presencia de glucosa refuerza la inflamacion. Por el contrario, los M2 de actividad
antiinflamatoria, obtienen energia principalmente de los acidos grasos. La via de la pentosa
fosfato es un determinante importante de la polarizacion de los macré6fagos, principalmente
debido a la regulacién de la proteina similar a carbohidrato quinasa (CARKL). Es de destacar
que el aumento del flujo de glucosa a travées de la via de la pentosa fosfato es un evento

temprano inducido por diabetes experimental. (Figura 3)

Las células de la inmunidad innata, las células de inmunidad adquirida tienen un perfil
metabolico distinto segn su funcion pro o antiinflamatoria. Por ejemplo, glucolisis y la
sintesis de acidos grasos son caracteristicas principales de las células T helper 1 (Thl),
mientras que la oxidacion de los &cidos grasos es mas prominente en las células T
reguladoras. Ademas, las células inmunes son reprogramables a través de cambios
metabolicos forzados, dado que la inhibicion de la glucdlisis produce la conversion de Th17
a Treg. Por lo tanto, la posibilidad de modulacion de las respuestas inflamatorias a traves de
una intervencion basada en el metabolismo selectivo de células es prometedora para

remodelar por completo la metaflamacion en la DMT2.
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Figura 3. Diferentes vias metabdlicas activadas en macréfagos pro 'y
antiinflamatorios (M1/M2) por sustrato energético

La figura 3 representa las diferencias en el metabolismo entre los macréfagos M1y M2. Los
macréfagos M1 proinflamatorios se polarizan a partir de la via clasica, en la que componentes
bacterianos como el LPS, las citocinas inflamatorias Thl e IFN-y y TNF-a impulsan la
expresion de citocinas proinflamatorias, consumen principalmente glucosa a través de un
aumento de la glucolisis, mientras que los macréfagos M2 utilizan acidos grasos a través de
la B-oxidacion como las principales fuentes, estos ultimos activados por citocinas Th2, 1L-4
e IL-13. Los M2 residen en el tejido adiposo magro y se cree que participan en la
remodelacion, reparacion y mantenimiento de la sensibilidad a la insulina a través de la
producciény expresién de IL-10, antagonista del receptor de IL-1y arginasa-1. La regulacion
del metabolismo del sustrato de macr6fagos es un medio potencial para la manipulacion de
la respuesta inflamatoria. La proteina similar a carbohidratos quinasas (CARKL), que
cataliza una reaccion huérfana en la via de la pentosa fosfato, dirige la polarizacion de los
macrofagos a través del control del metabolismo de la glucosa. (Diagrama adaptado de

Johnson, y col., 2012. La inflamacidn de la mucosa intestinal resulta de la activacion mediada
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por células T helper tipo 1 (Th1) o tipo 2 (Th2), las cuales se han observado en la enfermedad
de Crohn y colitis ulcerativa, respectivamente. Con la activacion mediada por células Thil,
se aumenta la sintesis de IL-12, INF-y, y de TNF-a, mientras que la presencia de células Th2,

se observa un aumento en la sintesis de 1L-4, IL-5 e I1L-13.

6.4 Inflamacion, metaflamacion y senescencia

La diabetes tipo 2 se caracteriza por un bajo grado de inflamacion cronica, recientemente
denominado “metaflamacion”, factor relevante que contribuye al desarrollo de la diabetes y
sus complicaciones. La metaflamacion se asemeja a la inflamacién de bajo grado inducida
por el envejecimiento en términos de presentacion clinica y perfil molecular, lo que apunta a

una etiologia coman para ambas afecciones.

Las principales caracteristicas patoldgicas de la DMT2 son la hiperglucemia cronica y la
dislipidemia, que desencadenan una gran cantidad de reacciones moleculares que finalmente
conducen al desarrollo de complicaciones, como la retinopatia, nefropatia, neuropatia,
cardiopatia isquémica y vasculopatia periférica. La metaflamacidn juega un papel critico en
esta patologia, ya que es la inflamacion de bajo grado inducida por el metabolismo. Esta
afeccion crénica involucra las mismas moléculas de la respuesta inflamatoria aguda. Los
estudios han demostrado el papel que la metaflamacién juega en la patologia, encontrando
su papel como determinante principal de la resistencia a la insulina inducida por la obesidad.
Varios modelos murinos de obesidad y diabetes muestran sobreexpresion de TNFa en el
tejido adiposo, siendo suficiente el bloqueo de TNFo para aumentar la sensibilidad a la
insulina. El tejido adiposo se considera la principal fuente de factores inflamatorios en la
obesidad, con adipocitos agrandados, disfuncionales o moribundos que secretan moléculas

capaces de atraer células inmunes y sensibilizarlas hacia un perfil proinflamatorio.

Se ha presentado hallazgos consistentes para otras citocinas y quimiocinas importantes, como
MCP-1 (Proteina quimio atrayente de monocitos 1) e IL-6, lo que respalda que la inflamacion

es el vinculo entre la obesidad y el desarrollo de diabetes.

La hiperglucemia induce la acumulacion de células senescentes que pueden tener un fenotipo

proinflamatorio.
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La hiperglucemia provoca una gran variedad de desequilibrios moleculares, muchos de los
cuales persisten después de la normalizacién de la glucosa. Los individuos con diabetes se
caracterizan por una alteracion duradera de la expresion génica, lo que explica el fendbmeno
de la memoria metabdlica (o glucémica), es decir, la menor incidencia de complicaciones
“CV” si se proporciona un control glucémico intensivo poco después del diagndstico. El
estrés oxidativo es un evento temprano estimulado por un medio hiperglucémico, y una
semana es suficiente para documentar el aumento de la peroxidacion lipidica en la aortay en
el corazon en ratas diabéticas. A su vez, el estrés oxidativo puede conducir a la acumulacién
de diversas formas de dafio macromolecular, por ejemplo, peroxidacion lipidica, oxidacion
y agregacion de proteinas y dafio al ARN y ADN, incluido el acortamiento de los telémeros.
El resultado celular general de esta cascada puede ser la senescencia, apoptosis 0 muerte
celular necrética, segun el fendmeno estudiado. El estado de la célula, el tipo de célula
involucrada y el tipo y la cantidad de dafio acumulado son solo algunos de los determinantes
del peso relativo de varios resultados posibles. Se sabe que las células apoptéticas se eliminan
eficientemente por el sistema inmune, mientras que las células senescentes se reconocen cada

vez mas como un motor acumulador de enfermedades crénicas y relacionadas con la edad.

La senescencia se define como un estado de detencion permanente del ciclo celular,
acompafiado de cambios morfologicos y de expresion génica. Se ha documentado la
evidencia del aumento de la senescencia durante el envejecimiento del organismo. La alta
concentracion de glucosa desencadena la senescencia prematura de varios tipos de células in
vitro y principalmente en el lecho vascular y en los rifiones in vivo (en ratones). Ademas del
aumento del estrés oxidativo, se han propuesto la disfuncién mitocondrial y la glicacién no
enziméatica como mecanismos alternativos responsables de la senescencia inducida por
hiperglucemia. También se ha proporcionado evidencia de senescencia de varios tejidos en
pacientes con diabetes. Ademas, las células senescentes se caracterizan por una alta expresion
de inhibidores del ciclo celular, es decir, p16, p19, p21 y p53, junto con la respuesta
persistente al dafio del ADN que eventualmente puede inducir un estado proinflamatorio
Ilamado fenotipo secretor asociado a la senescencia (SAPS). EI SAPS consiste en la secrecion
crénica de una amplia variedad de citocinas, quimiocinas y otros factores solubles, algunos

de los cuales pueden propagar la senescencia a los tejidos cercanos.
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EL SAPS ha sido sugerido recientemente como un mecanismo relevante que promueve la
inflamacién y el envejecimiento. Los individuos con DMT2 tienen una puntuacion
inflamatoria aumentada, y la mayoria de las citocinas circulantes reguladas por aumento son
factores secretados por las células que expresan SAPS, por ejemplo, la familia IL-1, IL-6 e
IL-8. Ademas, la DMT2 se asocia con un fenotipo de envejecimiento acelerado que incluye
un mayor riesgo de muerte, por lo cual es SAPS se ha propuesto como un contribuyente

relevante a la inflamacion de bajo grado observada en pacientes con DMT?2.

6.5 Las células senescentes dependen del consumo de glucosa para su actividad

metabdlica

Al igual que las células inmunes activadas, las células senescentes tienen un perfil metaboélico
distinto. En particular, un cambio hacia una glucdlisis mas pronunciada es evidente en las
células senescentes, un fendmeno no asociado con una mejora del estado energético. Estos
datos son especialmente importantes porque las diferencias en el metabolismo pueden
eventualmente dirigirse a matar selectivamente las células senescentes o atenuar su capacidad

secretora.

La hiperglucemia induce un reordenamiento epigenético subyacente a un programa
proinflamatorio cronico, altera la metilacién/ o acetilacion de histonas, induciendo la
expresion de genes proinflamatorios. La exposicion a altos niveles de glucosa afecta
principalmente a la region promotora de NF-kB, el principal factor proinflamatorio que
controla una respuesta inmune y la secrecion de factores SASP. Las células endoteliales e
inmunes expuestas a hiperglucemia muestran hiper expresion persistente de la subunidad p65
de NF-kB.

En general, las investigaciones indican que la hiperglucemia imprime epigenéticamente un
programa inflamatorio en los tejidos diabéticos, y algunas de estas marcas estan

estrechamente relacionadas con el proceso de envejecimiento celular.

a. Lacontribucién de la microbiota a la inflamacion y a la metaflamacion

Los ratones libres de gérmenes (GF) son resistentes a la inflamacion. Ademas de las

alteraciones epigenéticas provocadas por la diabetes y la acumulacion de células senescentes,
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se han sugerido modificaciones en la composicion de la microbiota como un factor
importante que contribuye tanto a la inflamacion como a la metaflamacion. Hallazgos
recientes prueban unateoria de hace 100 afios, es decir, que la fuga de bacterias y compuestos
relacionados a través de la barrera intestinal es responsable de la inflamacion sistémica de
bajo grado y, por lo tanto, es un importante impulsor del envejecimiento. La estimulacion
continua del sistema inmune a lo largo de la vida es uno de los mecanismos propuestos que
explican el dafio, con muchas posibles fuentes endogenas y exdégenas de moléculas “toxicas”
que promueven la inflamacion. Los ratones negros mantenidos en condiciones libres de
gérmenes no muestran un aumento relacionado con la edad de los niveles circulantes de

citocinas proinflamatorias, un fendmeno acompafiado de una extension de la vida media.

Ademas, se ha encontrado que los ratones con deficiencia de TNF estan protegidos de la
inflamacion asociada a la edad, sin un cambio de microbiota detectable relacionado con la
edad, lo que indica una compleja interrelacion bidireccional entre la inflamacion y el cambio
en la microbiota provocado por el envejecimiento. La observacion de que los ratones GF
desarrollan defectos en el sistema inmunitario también indica que se requiere de la microbiota
para una funciéon inmune adecuada. EI LPS derivado de la microbiota puede inducir
caracteristicas de senescencia, por ejemplo, expresion de p16, en macréfagos peritoneales en
ratones, reforzando mas aun el vinculo entre los productos derivados de la microbiota y el

envejecimiento celular.

Por el contrario, el probiético Bifidobacterium lactis atenta la inflamacién de bajo grado y
prolonga la vida util de los ratones. Considerando también la longevidad extrema se
acomparia un perfil especifico de microbiota, las intervenciones basadas en microbiota tienen

un tremendo potencial contra la inflamacion.

7. FISIOPATOLOGIA DE LA MICROANGIOPATIA DIABETICA

Como explica Ledn-Regal y col., 2013, en su revisidén sobre microangiopatia diabética, la
incorporacion intracelular de glucosa depende de la presencia de transportadores especificos,
las proteinas transmembranales GLUT1 a la GLUTS5. A excepcion de GLUT4 que requiere

de insulina y se encuentra en musculo y tejido adiposo, el resto de los tejidos usa proteinas
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transmembranales no dependientes de insulina, por lo que en estos la glucosa fluye por
gradiente de concentracion. La microangiopatia diabética causada por la hiperglicemia
cronica es capaz de modificar las vias metabolicas intracelulares, asi como la estructura y

composicion proteica.

En el caso de tejidos que toman libremente glucosa y contienen enzima reductasa, el flujo de
glucosa al interior de la célula esta limitado en condiciones de normoglucemia, tanto por las

concentraciones de dicha azcar como por la afinidad con la enzima.

En presencia de hiperglicemia, la enzima aldosa reductasa (ALR) produce sorbitol a partir
de glucosa y otra enzima, la sorbitol deshidrogenasa, transforma el sorbitol en fructosa. El
NADP*y el NADH procedentes de estas reacciones, desvian el metabolismo de la glucosa
hacia una via aparte, llamada sintesis de Novo de diacilglicerol (DAG). EI DAG es un
segundo mensajero intracelular, activador natural de la proteina quinasa C (PKC-fin) que
interviene en la regulacién de numerosas enzimas por fosforilacion. La expresion de
endotelina-1, una citoquina que hace disminuir el flujo capilar constituye el resultado de la
activacion de la PKC-fi» que mayores implicaciones parece tener en la aparicion de la
microangiopatia, al producirse la isquemia local por constriccion de la microvasculatura, lo

que se ha propuesto que constituye el inicio de otros cambios aberrantes.

Otros efectos observados a causa de la activacion de la PKC son: disminucion de los niveles
de la enzima convertidora de angiotensina, por induccion de metabolitos como la subunidad
Nox1l de la NADPH oxidasa que deprimen la activacion de enzimas necesarias para la
produccién de la convertidora. La deplecion de angiotensina podria estar implicada en la
hiperfiltracion inicial de la nefropatia diabética. También se distingue que los eritrocitos
presentan disminucion en su fluidez, en el potencial de membrana, en el sistema antioxidante
y una resistencia a los cambios térmicos, caracteristicas todas especificas de los individuos
con diabetes. Todo esto trae como consecuencia la modificacion de las propiedades
reoldgicas de estas células: elasticidad, resistencia a la ruptura al deformarse, entre otras,
relacionandolas asi con los problemas micro circulatorios. Estas alteraciones juegan un papel
importante en la microangiopatia diabética. Un factor relevante es la reduccién de la

deformabilidad eritrocitaria, con tendencia a elevada estasis y aumento del hematocrito local.
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Se ha encontrado un aumento en la presencia de aldosa reductasa y de sorbitol en esas células,
pero aun falta por esclarecer las consecuencias de esto en las alteraciones reologicas de los

pacientes.

7.1 Via del poliol

Las alteraciones producidas en esta via a causa de la hiperglicemia tienen como consecuencia
complicaciones en tejidos como el nervioso, causando neuropatia diabética, en el parénquima

renal provocando nefropatia diabética y la retina provocando retinopatia diabética.

El aumento de los niveles de glucosa en la matriz intracelular reduce el ingreso de mioinositol
por inhibicion competitiva, simultaneamente al aumento de sorbitol intracelular lo que inhibe
la sintesis de mioinositol. El sorbitol es un alcohol que produce gradiente osmotico, como se
menciono anteriormente es producido a partir de glucosa por la enzima aldosa reductasa, que
utiliza NAPDH dejando como residuo NADP™. El dafio celular se produce por 4 causa

principales:

-Disminucion de la disponibilidad de NADPH que conlleva a menor sintesis de Glutation

reducido, lo que provoca un aumento de radicales libres.
-Edema celular causado por aumento de sorbitol intracelular (alcohol osmético).
-Disminucion del 6xido nitrico que desencadena problemas Vasculares.

-Disminucion en la concentracion de mioinositol, lo que conlleva a una disminucion de diacil

glicerol, provocando problemas de la bomba Na/K ATPasa

-Activacion de la PKC por la hiperglucemia que a su vez activa a la fosfolipasa A2,
produciendo inhibidores de la Na/K ATPasa: ac. Araquidénico y la prostaglandina E2
(PGE2)

En nervios se observa un decremento en la velocidad de conduccién lo que provoca la
denominada neuropatia diabética. A nivel renal el sorbitol es un osmolito organico
eléctricamente neutro, que se acumula para mantener el transporte de agua-soluto sin

distorsionar el volumen celular. Un incremento en la via del poliol conlleva a desérdenes en
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la hemodindmica renal, incluso de ha encontrado una relacion directa entre los componentes

de esta via y la microalbuminuria.

7.2 La glicosilacion no enzimética de las proteinas

La reaccion no enzimética entre la glucosa y proteinas es denominada productos de
glicosilacion avanzada (AGE). En la actualidad se sabe que los productos finales de la
glicosilacion avanzada se forman en personas diabéticas principalmente y en menor medida
en personas no diabéticas, en presencia de hiperglucemia cronica, pueden acumularse en
presencia de proteinas con poco recambio, como las que constituyen el cristalino del ojo, en
el colageno de las membranas basales de los capilares de la retina y el glomérulo renal, y
también en el componente proteico de la mielina en el sistema nervioso periférico, es
importante recalcar que este fenémeno precisa de condiciones de hiperglucemia para que

pueda ocurrir.

Este proceso se ha dividido en dos etapas: inicial o tempranay tardia o avanzada, la diferencia
fundamental entre ambas es la caracteristica irreversible de la primera, contrariamente a la
segunda, pues una vez que el proceso se encuentra en un estadio avanzado se van
produciendo reacciones en cascada que involucran y afectan de forma permanente a la gran
mayoria de las moléculas organicas conocidas. Los factores que condicionan la intensidad y
el grado de reversibilidad de este proceso son exclusivamente: la concentracion de glucosa y
el tiempo de contacto de este monosacarido con las proteinas, determinado por la vida media
de cada proteina en particular. Lo anterior es esencial para comprender el proceso, ya que las
proteinas que se recambian con frecuencia no suelen verse involucradas en etapas
irreversibles de glicacion, y por lo tanto no intervienen en la patogenia asociada a este
proceso, aun cuando casi todas las proteinas del organismo son glicosilables: albumina,

hemoglobina, lipoproteinas, colageno, fibrindgeno, inmunoglobulinas, entre otras.

7.2.1 Etapa temprana (iniciacion)

La glicosilacion no enzimética de las proteinas comienza con la reaccion no catalizada
enzimaticamente de la glucosa en conformacion lineal con los grupos amino (NH>) de las

proteinas ubicados en el carbono terminal — (épsilon)- del aminoacido lisina o en el extremo
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a-amino de la proteina. Este tipo de interaccién puede ocurrir con otras macromoléculas

como las bases nitrogenadas de los &cidos nucleicos.

Durante esta reaccion se enfrenta el grupo carbonilo de la glucosa en conformacion lineal
(funcidn aldehido) con los grupos aminos ya mencionados, formandose la base de Schiff:
aldimina, en un proceso que resulta facilmente reversible. De no revertirse, ocurre un
reordenamiento intramolecular lento que transforma la base Schiff en fructosamina (1-
amino-1-desoxicetona) o compuesto de Amadori, un producto mas estable que surge cuando
el grupo glucosil de la base de Schiff se transforma en fructosil, por el desplazamiento del

grupo carbonilo del carbono 1 al 2 durante el reordenamiento.

Tanto la reaccion de Schiff y la conversion en el compuesto de Amadori, son reversibles si
se interrumpe el contacto de la glucosa con la proteina, lo que evita la progresién hacia los
estadios de irreversibilidad. Es de suma importancia recalcar que la desglicosilacion de la
fructosamina no libera glucosa, sino intermediarios dicarbonilos muy reactivos (glicotoxinas)
como la 3-desoxigluciosona y la carboximetil-lisina que tiene la capacidad de oxidar a otras
proteinas dafiandolas. Tomando en cuenta el tiempo de exposicion que requiere la formacion
de cuerpos de Amadori, esta es la etapa de glicosilacion que alcanzan las proteinas de vida
media en pacientes con hiperglicemia, y la hemoglobina es el ejemplo méas estudiado. La
determinacion de las concentraciones de hemoglobina glicosilada (HbA1c) permite evaluar
el progreso de la glicosilacion no enzimatica. Esta fue la primera proteina glicosilada
estudiada. Su modificacion ocurre de manera lenta y continua, de ahi que la medicion del
porcentaje de glucosilacion se utilice en la practica médica como un indice de control
glicémico del paciente a largo plazo, la prueba hace una prediccion del comportamiento de
la glicosilacion durante los ultimos 120 dias. También se puede medir el grado de
glicosilacion de las proteinas totales y utilizarlo como una medida de control metabolico a
corto plazo, como una prediccion de la dinamica de los Gltimos 21 dias y es un indicador de

riesgo de eventos asociados a las lesiones microvasculares.
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7.2.2 Etapa tardia

Cuando las concentraciones de glucosa se mantienen altas durante varias semanas, ya sea
porque el paciente no se ha tratado, o no ha logrado un buen control metabdlico, o han fallado
los mecanismos enzimaticos de detoxificacion, los productos inestables que se producen en
la cascada de reacciones se estabilizan y se transforman en los Ilamados productos finales de
glicosilacion, conocidos como AGE, que no retornan a sus sustratos de origen después de
haber logrado que disminuyan los niveles de glucosa. La conversion de los compuestos de
Amadori en AGE es un proceso que ocurre como se ha mencionado en proteinas estructurales
abundantes en el organismo y de vida media larga, como: colageno, elastina, mielina, actina,
miosina y proteinas del cristalino, también puede afectar a algunas proteinas de vida media
corta como las lipoproteinas, especialmente cuando estas estan retenidas por periodos
prolongados en la pared arterial. La formacion de fructosamina es un requisito para que

ocurra la glucosilacién avanzada.

Una vez formados los compuestos de Amadori, se inicia con el tiempo la fase de propagacion
que parte con la formacién de carbonilos oxidantes (glioxal y de 3-desoxiglucosona) que
provienen de la oxidacion de los residuos de fructosamina. Estos se desprenden de la proteina
y actGan como potentes agentes glicantes, capaces de catalizar nuevas reacciones de union
de glucosa a proteinas. En esta fase ocurren varias reacciones de glicooxidacion proteica,
todas ellas tendientes a formar productos de glicosilacion que, como estan unidos a una sola
proteina, no forman puente entre dos de ellas: pirrilina y N-carboximetil-lisina. La N-
carboximetil-lisina puede formarse tanto a partir de la combinacion de glioxal con proteina,
como a partir de la accién oxidativa del glioxal y otros radicales libres sobre el producto

Amadori que ha persistido de la fase temprana o iniciacion.

La vasodilatacion, el incremento de flujo sanguineo y el aumento de permeabilidad capilar,
constituyen las manifestaciones tipicas del comienzo de la microangiopatia diabetica. Es
conocido que las proteinas modificadas por los AGE son capaces de producir estos cambios
y ademas, alteran el enlace heparan sulfato con otros componentes de la matriz extracelular,
lo que influye también en el incremento de la permeabilidad capilar debido a la pérdida de

los sitios aniénicos.
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7.3 Efectos de los AGE que desencadenan la microangiopatia diabética

Sobre los componentes de la matriz extracelular: el colageno o la ldmina; la formacion
de AGE establece enlaces cruzados entre los polipéptidos, lo que provoca interacciones
anormales matriz-matriz y matriz-célula, el caso mas representativo lo constituyen los
enlaces cruzados establecidos por los AGE entre las moléculas de colageno tipo IV (el
predominante en la membrana basal) que disminuyen la adhesion de las células endoteliales

e incrementa la filtracion de liquidos.

o Ademas, se ha mostrado que las proteinas que establecen enlaces con los AGE
son resistentes a la digestion proteolitica, por los que las proteinas afectadas
ven reducida su tasa de eliminacién y se facilita su depdsito.

o Las proteinas con enlaces cruzados a través de los AGE atrapan proteinas
plasmaéticas no glicadas o proteinas intersticiales, esto es de gran importancia
pues ayuda a explicar el engrosamiento de la membrana basal de los capilares,
que incluye los glomerulares, caracteristico de la microangiopatia diabética,
al quedar atrapadas proteinas plasmaticas como la albumina que se fija a la
membrana basal glicada.

o Lacirculacion de proteinas plasmaticas a las que se le ha adicionado residuos
AGE permite la puesta en marcha de sefializaciones intracelulares que parten
de receptores AGE de diversos tipos celulares: células endoteliales,
mesangiales, macrofagos, etc. La union AGE-receptores produce
translocacion del factor transcripcional NF-kB, que genera diversas citocinas,

factores de crecimiento y otras moléculas proinflamatorias.

a) Liberacion de citocinas y factores de crecimiento por los macréfagos y células
mesangiales: factor de necrosis tumoral (TNF-a), factor de crecimiento insulinoide
tipo 1, factor transformador de crecimiento (TGF-1), factor de crecimiento derivado

de plaquetas (DPFG), factor de crecimiento derivado del endotelio vascular (VEGF).
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b) Incremento de la permeabilidad vascular probablemente por disrupcién de la
barrera endotelial al inducir reordenamientos de las fibras contractiles del

endoteliocito con trastornos funcionales.

c¢) Incremento de la actividad procoagulante sobre las células endoteliales y los

macrofagos.

d) Aumento de la proliferacion y sintesis de matriz extracelular por los fibroblastos y

células musculares.

Después de esto se concreta la disfuncién endotelial multifactorial, caracterizada en su
comienzo por vasodilatacion, incremento del flujo sanguineo, aumento de la permeabilidad
vascular, estado protrombotico y zonas de exudado, lo que evoluciona progresivamente a una
marcada vasoconstriccion, reparacion aberrante de los vasos y matriz perivascular con

depdsito de proteinas.

7.4 Incremento del estrés oxidativo (EO) causado por la glucoxidacién y la

autoxidacion de la glucosa

En el organismo se producen de manera continua radicales de oxigeno altamente reactivos
como el anién stper 6xido (O2), iones perhidroxilo (OH") y perdxido de hidrégeno (H20.),
todos estos resultado del uso del oxigeno en el metabolismo celular, especialmente como
aceptor final de electrones en la cadena transportadora mitocondrial y los cuales pueden
lesionar seriamente la peroxidacion lipidica de las membranas, la modificacion oxidativa de
proteinas que estimula la degradacion de proteinas criticas mediante el complejo
multicatalitico proteosoma, y las lesiones en el ADN al reaccionar con la timina nuclear y
mitocondrial que produce roturas de una cadena del ADN, y todas estas reacciones también

producen envejecimiento celular.

Las células han desarrollado multiples mecanismos de eliminacion de radicales libres para
minimizar dafo, aun cuando algunos de estos radicales son inherentemente inestables y se

degradan espontaneamente.
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Dentro de los sistemas enziméticos mas notables se encuentran algunos que son afectados
por la incorporacion excesiva de glucosa al medio intracelular, un ejemplo es la presencia de
la glutation peroxidasa, que descompone radicales libres superdxido e hidroxilo por las

reacciones:

H202+2 GSH » GSSG (Homodimero glutation) + 2 H,O
2 HO +2 GSH » GSSG + H20.

Cuando el flujo de glucosa citoplasmatica es elevado y se estimula la via del poliol, se reduce
la sintesis de glutation reducido GSH, disminuyendo el mecanismo de proteccion al dafio

oxidativo celular, obteniendo como resultado un incremento del estrés oxidativo.

También se ha comprobado que la hiperglicemia per se tiene un efecto nocivo sobre otras
enzimas que participan en el sistema antioxidante de defensa (superéxido dismutasa y
catalasa), efecto que se ve favorecido también por el propio proceso de glucosilacion no
enzimatica. Otro efecto probado recientemente, y que explica una buena parte del incremento
de radicales superdxido durante la hiperglicemia, lo constituye el aumento de la tasa de

metabolismo mitocondrial de la glucosa por el aumento en su disponibilidad en el citoplasma.

Se ha demostrado que el incremento del superéxido intracelular deprime los niveles de éxido
nitrico en arteriolas de musculo liso, lo que disminuye la capacidad de dilatacion de la
microvasculatura, y también a la aparicion de los trastornos vasomotores asociados al inicio

de microangiopatia.

Existe una teoria, conocida como la teoria del estrés carbonilico (EC), esta consiste en la
produccion de especies reactivas al carbonilo formadas a partir de pequefias moléculas de
carbono, tanto por via enziméatica o metabdlica (EO) como por via no enzimatica sin
participacion del oxigeno. La concentracion del estado estacionario de estas especies va a
estar determinada por las velocidades relativas de produccion y de detoxificacion. El aumento
de ellas conduce de manera acelerada a la modificacion quimica de las biomoléculas y a toda

una serie de eventos relacionados con el dafio vascular, tales como: crecimiento celular,
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reparacion y remodelacion de tejido, apoptosis y necrosis, lo que se le suma a las lesiones
provocadas por las especies altamente reactivas de oxigeno.

La glicosilacion enziméatica da como resultado gran cantidad de productos con un elevado
potencial glico-oxidativo, entre ellos: pentosidina, carboximetil-lisina, la 3-desoxiglucosona
y el glioxal. La carboximetil-lisina también es obtenida en la peroxidacion de &cidos grasos
poliinsaturados durante la peroxidacion lipidica, interconectando los efectos del estrés
oxidativo con la génesis de la oxidacién carbonilica. Retomando la fase de propagacion de
la glucosilacion no enzimética de las proteinas, estas formas tienen alta reactividad con
proteinas y residuos amino de otras macromoléculas que producen variadas lesiones en la
estructura y el funcionamiento celular, por lo que se denominan glicotoxinas y se suponen

medulares en la génesis de la disfuncion endotelial.

Esta disfuncion endotelial provoca en el vaso un incremento en la permeabilidad, una
disminucion de la antitrombogenicidad, una disminucion en la actividad fibrinolitica y el
incremento de la adhesion de plaquetas y monocitos, todo lo cual provoca una superficie
endotelial permeable y trombogénica. Esta descrito que la disfuncién endotelial precede al

comienzo de las lesiones tanto micro como macrovasculares.

7.5 Perspectiva integral de la patogenia del dafio microvascular

Se conoce que incluso antes de manifestarse los hallazgos morfoldgicos anteriormente
descritos: reduccion de la luz, engrosamiento de la membrana basal capilar, etc., es posible
observar la disfuncion motora en la vasculatura que afecta a los mecanismos mediados, tanto
por el endotelio como por el musculo liso, que de manera general, se caracteriza por un
aumento de la presion inducido por la constriccidn miogénica, un deterioro de la dilatacion
y un aumento de flujo mediado por el endotelio, diversos estudios muestran que esto no
ocurre sino en casos especificos de hiperglicemia local de al menos 24 horas. Estos cambios
ocurren como una consecuencia a la elevada produccion de endotelinas, por el incremento
de sorbitol intracelular aunado a la reduccion del o6xido nitrico por el incremento de estrés

oxidativo.
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Cronoldgicamente ocurre el aumento de la permeabilidad de los capilares, mediada por
diversos factores como son: alteraciones estructurales de la matriz extracelular inducidas por
los AGE, remodelacion vascular causada por la liberacion de factores de crecimiento causada
ya sea por el estimulo isquémico inicial o por los receptores celulares para proteinas AGE,
muerte de pericitos y células endoteliales a causa de la isquemia, el estrés oxidativo, la

acumulacién de sorbitol intracelular, etc.

Acorde a la cronicidad de estas alteraciones se observa el engrosamiento de la membrana
basal de los capilares con depdsito de material PAS+ (&cido periyddico reactivo de Schiff)
perivascular, a causa de la filtracion, depdsito de proteinas y acimulo de proteinas en la
matriz rica en AGE, se pueden observar zonas exudativas e inclusive patrones de intensa

neovascularizacion, con un engrosamiento marcado de la irrigacion sanguinea local.

8. NEFROPATIA DIABETICA

El dafio renal constituye un suceso temprano en la progresion a la ND, pues la hiperglucemia
causa hipertrofia en las células mesangiales, con incremento de la transcripcion génica y
secrecion de proteinas de matriz extracelular, como colagena, laminina y fibronectina
(Alvarez y col., 2017). La ND se caracteriza acumulacion progresiva de MEC en el
mesangio con engrosamiento de las membranas basales glomerular y tubular y una
mayor cantidad de matriz mesangial en los compartimentos glomerular y
tubulointersticial. EI TGF-p parece ser el estimulo clave para la acumulacion de matriz
extracelular y de la transicion de epitelial mesenquimatosa ya reconocida como la via final
hacia la fibrosis renal. La nefropatia diabética es considerada una de las lesiones mas
importantes en individuos diabéticos, con repercusiones en la calidad de vida del individuo
asi como en el pronéstico de la enfermedad; resultado de un descontrol glucémico
frecuentemente complicado por la presencia de hipertension sanguinea, lo que genera un
dafio estructural sobre las nefronas primeramente a nivel mesangial para posteriormente
tornarse en un dafio difuso que va provocando una lesion cada vez mayor sobre el parénquima
renal y que, a través de los afos, llega a manifestarse como una enfermedad renal terminal.
La nefropatia diabética se refiere exclusivamente a las lesiones renales originadas por

afeccion microangiopatica o de los pequefios vasos, siendo por ende una lesion crénica
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exclusiva de la DM, en la que se afecta la microcirculacion renal originando una serie de
alteraciones funcionales y estructurales principalmente a nivel glomerular. Uno de los
primeros signos que pueden ser indicativos de insuficiencia renal es la presencia de
microalbuminuria, que debe ser tratada mediante dieta, control estricto de la glucemia,
presion arterial e inclusive medicacion farmacoldgica (Torres and Zacarias, 2002).
Representa aproximadamente el 40% de los pacientes que requieren terapia de reemplazo
renal. El engrosamiento de la membrana basal glomerular y la expansion de la matriz
extracelular mesangial, que conduce a la fibrosis, son las caracteristicas principales de
Nefropatia diabética. (Rossi, y col., 2018). La insuficiencia renal constituye un suceso
temprano en la progresion a la ND, pues la hiperglucemia causa hipertrofia en las células
mesangiales, con incremento de la transcripcion génica y secrecion de proteinas de matriz
extracelular, como colagena, laminina y fibronectina (Alvarez y col., 2017). Varios
mecanismos estan involucrados en la patogenia de la ND, como el estrés oxidativo, las
citoquinas inflamatorias y la fibrosis inducida por el factor de crecimiento transformante
(TGF-B). La literatura reciente destaco la importancia de los mecanismos epigenéticos en el
desarrollo de ND, los factores ambientales y de estilo de vida pueden desencadenar cambios
epigenéticos como las modificaciones de las histonas, que se cree que estan asociadas con
esta patologia. Las histonas desacetilasas (HDAC) estan involucradas en varias vias
bioldgicas relevantes para la etiologia, asi como en la patogénesis de la DN. EIl estrés
oxidativo y la inflamacién cronica estimulan el factor nuclear kB (NF-xB), que es el
regulador clave de las citocinas proinflamatorias y quimiocinas que promueven la

inflamacion. (Cigarran, 2017)

Al igual que la retinopatia diabética, es mas frecuente en diabetes tipo I, tratada tardiamente
conduce a insuficiencia renal cronica. La lesion del glomérulo renal llamada

glomeruloesclerosis o sindrome de Kimmelstiel Wilson es especifica de la diabetes.

El trastorno desencadenante es funcional y consiste en el aumento de flujo sanguineo a nivel
renal con hipertrofia de los corplsculos renales y aumento de la filtracion glomerular. Estas
son alteraciones precoces que se pueden revertir. La hipertrofia renal continta con el

engrosamiento de la membrana basal y del mesangio de los capilares en forma difusa y por
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depo6sito de las proteinas plasmaéticas filtradas: glomeruloesclerosis difusa. Estas

manifestaciones estructurales aumentan la fuga de las proteinas del plasma.

A medida que avanzan las lesiones renales aparecen nddulos hialinos de una sustancia
proteica similar a la membrana basal en sectores del glomérulo que anulan en segmentos
todas las estructuras: glomeruloesclerosis nodular, de algunos glomérulos respetando otros
para despues comprometerlos en su totalidad, reemplazandolos por acimulos de sustancia
aciddfila sin ninguna arquitectura. Se puede observar cilindruria sin hematuria ni
leucocituria. La tensidn arterial comienza a elevarse, junto con la creatininemia y la uremia,

lo que conlleva a la insuficiencia renal terminal.

Con respecto a la hiperfiltracion renal al comienzo de la nefropatia, los mecanismos
asociados principalmente relacionados a la microangiopatia diabética, no sélo en el comienzo
de la disfuncién, sino también de forma determinante en su progreso por lo que se concluye
que la disfuncidon renal del diabético constituye una expresion particular del dafio

microvascular.

8.1 Contribucion de los AGE a la nefropatia

Los AGE resultantes de la hiperglicemia inducen un aumento de la permeabilidad vascular y
por lo tanto a la hiperfiltracion. Dentro de los mecanismos que lo propician se encuentra la
liberacion de mediadores vasoactivos y proliferativos al actuar sobre receptores para
proteina-AGE de las células mesangiales.

Se ha demostrado el papel del factor de crecimiento insulinoide tipo 1 (IGF-1), cuya
administracion en sujetos sanos consigue replicar parte de los fendmenos observados en la
nefropatia diabética: vasodilatacion e hiperfiltracion. Este es uno de los factores de
crecimiento que son inducidos por la interaccion de las proteinas glicosiladas con sus

receptores.

Por otro lado, el deposito de proteinas glicadas constituye al engrosamiento de la membrana
basal y a los cambios en la permeabilidad glomerular que en conjunto con la expansion

mesangial explican la glomeruloesclerosis difusa nodular.
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8.2 Papel del aumento del sorbitol

El aumento del sorbitol intracelular generado por la accion de la enzima aldosa reductasa
sobre la glucosa juega un papel determinante en la hiperfiltracion, se ha descrito una
disminucion de la tasa de filtracion glomerular (TFG), tras la administracion prolongada de
inhibidores de aldosa reductasa. Este efecto se atribuye a la reduccion de los niveles de
angiotensina producto de la reduccién de la enzima convertidora, segin investigaciones
recientes, la entrada profusa de glucosa a la célula mesangial produce alteraciones clave en
la patogenia de la nefropatia diabética. En ella, la activacion de PKC, a causa de la
estimulacion de la via del poliol. En el nicleo, la PKC y las MAP-kinasas activadas por esta,
estimulan la expresion de los genes de proteinas matriz mesangial y de TGF-B. Lo primero
contribuye a la acumulacién de matriz mesangial ya mencionada. En cambio, el TGF-p activa
a dos proteinas reguladores: p21 y p27, que detienen el ciclo reproductivo de la célula
mesangial en la transicion Gj/S. Se bloquea asi la sintesis de ADN, la célula mesangial
duplica su volumen citoplasmatico sin que se produzca la mitosis, ocurre hipertrofia celular
resultando en expansion mesangial, que si no se detiene a tiempo termina estrangulando a los
capilares glomerulares y que desencadena la insuficiencia renal. Se cree que la activacion
mesangial se favorece por la presencia de AGE en esta region, y que las células mesangiales
son cruciales para la estimulacion fibrobléstica y la fibrosis.

Otros factores que participan en el desarrollo de la nefropatia diabética son las condiciones
de hiperinsulinemia e hiperglicemia que aumentan per se la reabsorcion tubular de sodio, lo
que produce la disminucion del flujo distal y la expansion del volumen extracelular que

causan un aumento de la TFG.

Se puede afirmar que la microangiopatia diabética tiene su origen en el estado de
hiperglicemia crénica y que los mecanismos fisiopatologicos por los que la hiperglicemia

desencadena las lesiones microvasculares son:
-La estimulacion de la via metabdlica del poliol que conduce a hipertrofia celular.
-Liberacion de vasoconstrictores.

-Trastornos en la reologia sanguinea.
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-Deplecion de las defensas enzimaticas contra el estrés oxidativo en las células

sanguineas y endoteliales.

-La formacion de productos finales de la glicosilacion avanzada (AGE) causante de

afecciones estructurales de las proteinas que conforman la matriz extracelular son:
-El estancamiento y deposito de proteinas no glicadas.

-Induccidn de la sintesis de mediadores quimicos proinflamatorios, procoagulantes y
factores de crecimiento y obstruccién progresiva del area luminal en los vasos y al
incremento del estrés oxidativo y carbonilo, producido por la deplecion de los sistemas
antioxidantes de la célula y la produccion de intermediarios glicados altamente reactivos
responsables de catalizar y producir lesiones endoteliales.

El estudio de los mecanismos fisiopatoldgicos de la retinopatia y la nefropatia diabética
enriquecen el analisis de la microangiopatia en diferentes tipos celulares. Las lesiones de la
retinopatia diabética se producen al dafiarse los pericitos retinianos por el incremento del
sorbitol intracelular en la barrera hematorretinal y favorece la proliferacion. Las lesiones de
la nefropatia se producen por el engrosamiento de la membrana basal y a los cambios en la
permeabilidad glomerular que en conjunto con la expansion mesangial explican la

glomeruloesclerosis difusa y nodular. (Ledn-Regal y col., 2013).
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8.3 Flujo de calcio al intracelular, otra fuente de lesién endotelial

Se ha encontrado que el aumento en el flujo de calcio intracelular, inducido por glicemia, lo
que a su vez induce la expresion de proteinas formadoras de Canales I6nicos de Potenciales
Transitorios Tipo 1 (TRPCL1) en las células endoteliales, es lo que incrementa a largo plazo
la entrada de calcio a la célula, aumentando sus conocidos efectos toxicos, contribuyendo a

su vez al dafio microvascular.
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Figura 4. Efecto de los &cidos grasos de cadena corta en la
patologia de la enfermedad renal.

Li y col., 2017 mencionan los posibles efectos benéficos de los AGCC en la mejora de la
funcién renal, disminuyendo la pérdida de las uniones tight epiteliales. Después de ser
absorbidos en la sangre, los AGCC suprimen el estrés oxidativo al aumentar la superéxido
dismutasa, la catalasa y el glutation reducido, y al disminuir el éxido nitrico (NO) y las
especies reactivas de oxigeno (ROS), proponen que esto puede disminuir la fibrosis renal y
disminuyendo el dafio tubular. Ademas, plantean que también pueden inhibir la apoptosis al
promover la autofagia y suprimir la inflamacién participando en la polaridad de los
macrofagos hacia un perfil antiinflamatorio, disminuyendo asi la creatina serica y el

nitrégeno ureico en sangre para mejorar la funcion renal. Concluyendo que los AGCC
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mejoran en la presion arterial y los niveles de glucosa en plasma, lo que puede ayudar a

mejorar la funcion renal en las enfermedades renales cronicas (Figura 4).

El tributirato, un derivado del butirato que en estudios recientes han demostrado que modula
la generacion y funcién de Factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1), proteina que
interviene en la generacion de fibrosis por accion inductora de sintesis de procolageno y
coldgeno en los podocitos peritubulares renales, esto observado en estudios a nivel

histolégico de animales con insuficiencia renal.

8.4 El eje intestino-rifion

Como se menciond anteriormente, la enfermedad renal crénica provoca una disbiosis
importante a nivel de colon, ademas de una alteracion significativa en la estructura y funcion
de la mucosa coldnica, estos cambios contribuyen de manera importante a la progresion de

la enfermedad renal.

Huang y col., en 2017 resaltan el papel de los AGCC en la lesion renal inducida por la
respuesta inflamatoria. Ahora es sabido que los procesos renales inflamatorios e inmunes
juegan un papel principal en la lesion renal que conduce a glomeruloesclerosis y fibrosis
intersticial. La inflamacion renal se ha podido relacionar directamente con la carga bacteriana
y las endotoxinas generadas por la disbiosis intestinal y conduce al desarrollo de la
insuficiencia renal aguda, y que aunado a condiciones de infeccion permanente acelera el
proceso de la enfermedad renal crénica, por lo que proponen una intima conexion entre el

intestino y el rifion denominada eje intestino-rifion

En la ERC el flujo de urea en el colon se encuentra incrementada, esta urea se convierte en
hidroxido de amonio por accioén de bacterias productoras de ureasa, el resultado es la
alteracion del pH y consecuente dafio a la mucosa. Estudios recientes confirman la Hipétesis
de disbiosis- progresion de enfermedad renal. En los estudios en ratas con nefrectomia parcial
se han encontrado diferencias significativas en las colonias y phylum bacterianos que
presentan. Adicionalmente, otros investigadores han encontrado incrementos en el nimero

de bacterias productoras de ureasa, uricasa, p-cresol y formadoras de indoles en pacientes
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con enfermedad renal en fase terminal (ESRD por sus siglas en inglés), y reduccion en el
namero de bacterias que sintetizan AGCC. Esta disbiosis puede resultar en un incremento de

la produccion de sustancias toxicas y uremicas proinflamatorias.

Aronov y col. Verifico el origen de los compuestos urémicos en plasma de pacientes en
ESRD, comparando una base de datos proveniente de pacientes que habian requerido
colostomia en comparacion con los pacientes con colon intacto. Identificaron cerca de 30
compuestos incluyendo indoxil sulfato, sulfato de p-cresol en pacientes con hemodidlisis, los
cuales estaban ausentes aiin en pacientes con colostomias, confirmando la teoria de que el

colon es fuente de muchos compuestos urémicos.

Otros estudios han demostrado endotoxemia en ausencia de infecciones clinicas en pacientes
con ERC, incremento de la permeabilidad intestinal a glicoles de polietileno de alto peso
molecular, presencia de bacterias en la pared intestinal y linfonodos y presencia de DNA
bacteriano en sangre de pacientes con hemodialisis y no hemodializados. Adicionalmente se
ha descrito una reduccion marcada de las proteinas de las uniones estrechas: Claudina -1,
ocludinay ZO1 como consecuencia de las toxinas urémicas, particularmente de urea. Vaziri
y col., ha demostrado que las afectaciones en las uniones estrechas son en parte provocadas
por la conversion de la urea intestinal en amonio e hidréxido de amonio, compuesto capaz
de disolver proteinas por las bacterias productoras de ureasa. Otros factores como edema en
la pared intestinal, isquemia por uso excesivo de diuréticos e hipotensidon consecuencia de la

hemodidlisis pueden empeorar la integridad de la barrera intestinal.

Rossi y col. (2015) mencionan gue animales urémicos presentan la disminucion de marcada
de proteinas que conforman las uniones estrechas o uniones tight del colon: 70% menos de
Claudina-1, 50-70% de Ocludina y hasta un 80-90% en ZO-1.

En la ERC el aclaramiento de citocinas proinflamatorias se asocia al desarrollo de estrés
oxidativo e inflamacién. El estrés oxidativo y la inflamacién croénica estimulan el factor de
transcripcion NF-xB, que es el regulador clave de las citocinas proinflamatorias y

quimiocinas que promueven la inflamacion. EI aumento de los productos bacterianos de
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origen intestinal activa la inmunidad innata, favorece el estado inflamatorio asociado a ERC,
aumenta la incidencia de enfermedad cardiovascular y la mortalidad. (Cigarran y col, 2017).

En resumen, tenemos que la translocacion de bacterias, LPS, endotoxinas, entre otros
promueve la activacion de proteinas TLR4, NF-«p, citocinas como TNFa, IL-1p de accién
proinflamatoria; ademas el aumento de toxinas urémicas en el lumen intestinal promueve la
sintesis de Oxido nitrico, aumentando la irrigacion del tejido inflamado y liberacion de
radicales libres. Indoxil sulfato se considera la toxina urémica con mayor efecto
proinflamatorio, pudiendo promover el aumento de NF-«B, TGF-B1, inhibiendo activadores

de plasmindgeno, aumentando la produccion de pro colagena al. (Figura 5)
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Figura 5. Eje intestino-rifion en la patologia de la enfermedad renal.
Modificado del articulo “Acidos grasos de cadena corta derivados de microbiota
intestinal y enfermedades renales”. Li L, Ma L, Fu P. 2017
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La transcripcion génica en células eucariotas estd profundamente influenciada por la forma
en que se empaqueta el ADN. Las modificaciones postrasduccionales de las histonas,
incluidas la acetilacion, la fosforilacion, la metilacion y la ubiquitinacion, juegan un papel
importante en la regulacion transcripcional. En particular, la acetilacion de las colas de
histona, mediada por la histona acetiltransferasas, se asocia con la activacion transcripcional
del gen, mientras que la disminucion de los niveles de acetilacion, mediada por histona
desacetilasa (HDAC), se asocia con la represion transcripcional. (Noh y col., 2009). La
acetilacion de histonas desempefia un papel crucial en la estructura, integridad y funcion de
la cromatina. Es un proceso reversible, y la acetilacion de la cromatina modula su estructura

y expresion de genes.

9. DIAGNOSTICO DE LA DIABETES MELLITUS

La insulina permite la entrada de glucosa a las células que presentan GLUT4 para transportar
glucosa a su interior, asi como para sintesis de glucégeno, anabolismo de lipidos y proteinas
y el almacenamiento de estos. Inhibe el proceso de glucogenolisis, cetogénesis, lipdlisis y
gluconeogénesis. En individuos diabéticos la deficiencia de insulina permite el control de
glucagén sobre la glucogendlisis hepatica, incrementando la produccion de glucosa,
generando hiperglucemia que se agrava por la baja absorcion de esta del torrente sanguineo
al medio intracelular. Cuando los niveles de glucosa exceden los 12mmol/L, se rebasa la
capacidad de los tubulos renales para absorber glucosa, lo que genera glucosuria, en

consecuencia, diuresis osmotica y polidipsia compensatoria.

Cuando el organismo detecta cantidades bajas de sustrato energético, activa la movilizacion
de los sustratos de reserva, generando cetonas a partir de lipidos. La deficiencia severa de
insulina o exceso de glucagdn estimulan la cetogénesis, cuando los niveles de cetonas rebasan
la capacidad del organismo para amortiguar el pH, se presenta acidosis metabolica generando

un individuo cetoacidotico.

Existen diversas pruebas para diagnostico de diabetes en individuos con hiperglucemia y

glucosuria crénica. Algunas se mencionan a continuacion.
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Hemoglobina Glucosilada: Las proteinas séricas glucosiladas que se forman como resultado
de la reaccion entre glucosa y el grupo amino de los residuos de lisina de las proteinas. Esta
reaccion es irreversible, por lo tanto, el resultado refleja la concentracion de glucosa

plasmatica en un periodo prolongado, de dos a tres meses.

Prueba de tolerancia a la glucosa: se puede realizar en individuos con hiperglucemia leve,
para determinar si presentan diabetes de manera definitiva. Se utilizan soluciones glucosadas
que se administran por via oral 0 endovenosa, para posteriormente realizar mediciones de
glucosa en sangre a distintos tiempos: 0, 5, 10, 15y 30 minutos y determinar de acuerdo con

los valores que presenta el individuo, cual es el tratamiento por seguir.

Alteraciones bioquimicas: en estas se incluyen hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia.

La lipemia se observa notablemente aumentada en individuos con diabetes.

La lipidosis hepatica origina un aumento en la concentracion de fosfatasa alcalina (FA). La
obstruccion de las vias biliares y la enfermedad hepatocelular pueden producir elevacion de
alanina aminotransferasa (ALT) e incluso aspartato aminotransferasa (AST), lo cual refleja

el catabolismo de los tejidos periféricos, aunado a la enfermedad hepatocelular.

Determinacion de cetonas: dependiendo del tipo y severidad de la DM, pueden presentarse
cetonemia o cetonuria. Esta determinacion suele ser semicuantitativa, cuando su medicion es
mediante tiras reactivas, las cuales suelen ser mas sensibles al acetoacetato y a la acetona que

al beta hidroxibutirato, también puede ser de tipo cuantitativo de beta hidroxibutirato.

Hemograma: los cambios suelen ser poco evidentes, la deshidratacion puede incrementar el
valor del hematocrito (HT) y la inflamacion asociada puede aumentar la cuenta de las células

blancas (leucocitosis) e inclusive desviacién izquierda.

Urianalisis: se pueden observar infecciones de tracto urinario; hematuria, piuria, proteinuria
y bacteriuria, también se observa glucosuria, cetonuria en casos crénicos no controlados,

poliuria e incremento de la densidad urinaria (hiperstenuria).
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10. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD RENAL

Este se puede basar en: Historia Clinica; examen clinico del individuo, analisis de orina,
biogquimica sanguinea y hemograma. Examen microbioldgico, estudios de gabinete:
radiografia, ultrasonografia, endoscopia, laparoscopia, ademas de otros como la biopsia y

citologia y a la necropsia.

Pruebas de funcionamiento renal: estas pruebas incluyen a los analitos que nos permiten
conocer el sitio y grado de afectacion del parénguima renal para establecer el diagnostico y

brindar un prondstico, entre ellas se encuentran:

Urea sérica: esta prueba en conjunto con creatinina, densidad urinaria y el examen clinico,
son las mas importantes para el diagndstico diferencial de hiperazotemia. Es el principal
producto del catabolismo proteico, es filtrada por los glomérulos. Es un indicador con

especificidad limitada, ya que en el tubulo renal se reabsorbe del 25 al 40%.

Creatinina sérica: formada a partir de la creatinina muscular y de la fosfocreatina, no se
afecta por el consumo en dieta, catabolismo proteico, edad, sexo o ejercicio. Se excreta en la
orina después de ser filtrada en los glomérulos, no sufre reabsorcion en tibulos renales y se
considera un buen indicador del ritmo de filtracién glomerular. La creatinina se elimina con
mas facilidad que la urea y generalmente se aumenta después que esta, es por ello que ambas

en conjunto son muy importantes en la determinacion de la funcion renal.

Densidad urinaria: se refiere a la masa que posee por unidad de volumen. Es la forma
indirecta de medir la concentracién de particulas que hay disueltas en la orina. Refleja la
capacidad del rifién para concentrar la orina, cuando estos valores estan por debajo del punto
critico hay que analizar en conjunto las caracteristicas de la orina, asi como la historia clinica

para determinar la causa.

Analisis de orina: la orina se forma a partir del plasma que circula por los rifiones y es
producto de la activacion de tres mecanismos: filtracién glomerular, secrecién y reabsorcion

tubular. Si alguno de estos mecanismos es afectado se vera reflejado en las caracteristicas de
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la orina, consta del estudio fisico y quimico de la orina, los pardmetros a evaluar son los

siguientes:
Examen fisico: color, olor, aspecto, volumen, osmolaridad, densidad y espuma.
Examen quimico: pH, proteinuria, glucosuria, cetonuria, bilirrubinuria, urobilindgeno,
hemoglobina/sangre oculta, hematuria. Hemoglobinuria, mioglobinuria.
Examen microscopico del sedimento: leucocitos, eritrocitos, células epiteliales, cilindros,
cristales, bacterias, hongos, espermatozoides, fases evolutivas de parasitos, grasa.

Proteinas en suero: en especial albumina, al ser una proteina muy pequefia, puede

observarse pérdidas por capilaridad o secuestro.

Pruebas de concentracion: la deshidratacion estimula la liberacion de la hormona
antidiurética en la hipofisis, esta hormona aumenta la reabsorcion de agua en células
epiteliales de los tlbulos colectores, aumenta la concentracion de orina'y por ende la densidad
urinaria. La prueba de concentracion de agua es la mas sencilla de todas las pruebas de
concentracion de orina y proporciona buena informacion acerca del estado de la funcién

renal.

Pruebas de depuracion o aclaramiento: la prueba de excrecién fraccional urinaria es la
prueba de depuracién de uso mas frecuente, también existe la prueba de depuracién de
creatinina, entre otras. Las sustancias para obtener la tasa de filtracion glomerular (TFG)
deben caracterizarse por ser filtradas en su totalidad por el glomérulo, y no ser reabsorbidas

o0 secretadas en los tlbulos, ni tener efecto sobre la tasa de filtracion.

Hemograma: un hemograma con anemia normocitica normocréomica refleja incapacidad del
organismo por reposicion de las células rojas, la eritropoyetina se produce en rifion, por lo
que este tipo de anemia evidencia la incapacidad de este para producirla, sin embargo, este

cambio s6lo se observa en enfermedad renal crénica en estado avanzado.
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11. JUSTIFICACION

Dada la importancia de una buena concentracion de &cidos grasos a nivel intestinal, asi como
los beneficios que estos confieren en circulacion sistémica en enfermedades donde es
importante el control glucémico e inflamatorio del individuo, es necesario tener opciones
viables de medicacion que ayuden a contrarrestar los efectos degenerativos en individuos con
diabetes y enfermedad renal. Conociendo las diferentes formas de accién del &cido butirico
y por lo tanto en su forma farmacéutica como tributirina y sus posibles beneficios para ambas
enfermedades, es importante probar el efecto de la suplementacion con tributirina por via
oral en ratas con diabetes e insuficiencia renal inducidas experimentalmente, para conocer
los efectos a nivel sistémico, mediante la medicion de los marcadores metabdlicos de ambas

enfermedades.

12. HIPOTESIS

La suplementacion a corto plazo (4 semanas) con tributirina por via oral a ratas con diabetes
e insuficiencia renal, mejorard la salud intestinal, disminuyendo el paso de compuestos
toxicos del lumen intestinal a la circulacién sistémica, contribuyendo a mantener la salud
renal y mejorando el metabolismo de la glucosa disminuyendo asi el dafio a tejidos provocado
por hiperglucemia, esto puede corroborarse con la medicién de parametros sanguineos y

urianalisis.
13. OBJETIVOS

13.1 Objetivo general:

Conocer el efecto de la suplementacién con tributirina administrada por via oral en ratas
Wistar macho inducidas experimentalmente con diabetes e insuficiencia renal, mediante el
analisis de resultados obtenidos a partir de hemogramas, bioquimicas sanguineas vy
uriandlisis, que permitan observar el comportamiento de los analitos en ambas enfermedades,

con la finalidad de determinar si existen efectos deseables para su posible uso terapéutico.
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13.2 Objetivos particulares:

- Realizar monitoreo sanguineo de 3 grupos de ratas, 2 grupos inducidos experimentalmente

con DM y un grupo de ratas sanas, mediante:
- analisis de sangre: hemograma y bioguimica sanguinea
- toma de orina: urianalisis.

- Realizar monitoreo sanguineo de 3 grupos de ratas, 2 grupos inducidos experimentalmente

con DM y un grupo de ratas sanas, para evaluar la funcion renal mediante:
- andlisis de sangre: hemograma, bioquimica
- toma de orina: uriandlisis

- Realizar curvas de glucosa a los grupos del estudio para comparar el comportamiento de la

curva en cada grupo.

14. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en ratas Wistar macho clinicamente sanas con un peso
aproximado de 200-250g de 8 semanas de edad aproximadamente. El experimento cont6 con
tres grupos experimentales con n=10, calculada para el estudio considerando una P < 95, de
minimo 9 individuos por grupo. Las ratas fueron adquiridas del Banco Genético del Bioterio
del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de México, bioterio
autorizado por SAGARPA-SENASICA B00.02.08.01.01. 1955/2016. Clave AUT-B-C-
1216-030. (Imagen 4)

Para la fase experimental las ratas se alojaron en la sala 516 del bioterio de la Unidad de
Experimentacion Animal (UNEXA) en el edificio E perteneciente a la Facultad de Quimica
que cumple con la NOM-062-Z00-1999, por lo que se mantuvieron bajo condiciones
controladas de luz- oscuridad 12h/12h, humedad relativa de 50%, temperatura entre 23+1°C,
sistema de ventilacién con filtro HEPA permitiendo 14 recambios de aire/h y gradientes de
presidn entre los cuartos de experimentacion y el resto de las areas y ruido menor a 85

decibeles,. EI material de cama que se utilizo como sustrato fue sometido esterilizacion por
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autoclave y bajo en polvos. Las ratas fueron alimentadas ad libitum con alimento balanceado
para animales de laboratorio en fase de mantenimiento BDL-7100®, Avene y bebian agua

esterilizada con ozono.

El experimento fue aprobado por el SUBCOMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO
Y USO DE ANIMALES EXPERIMENTALES (SICUAE), con el nimero MC-2018/2-1.

El experimento estuvo dividido en tres fases. (Figura 6).

Cronograma de actividades y
fases del experimento

@ . @ @
T / . +
Tiempo de Suplementacion U

é PO/SID Ultimo muestreo
Recepcion y generar cambios Muesteo sanguineo
tiempo de metabdlicos por sanguineo Curva de glucosa
adaptacion hiperglucemia semana7,8y9 no. 2

Semana 1 Semana Semana
B

Semana T Semana
3,4y5 6-9

Semana

Figura 6. Cronograma de actividades y fases del experimento

14.1 Primera fase

En esta fase se llevo a cabo la recepcion de las ratas, y su adecuacion al nuevo ambiente,
pesaje, conformacion de cada grupo, dosificacion de estreptozotocina a los grupos
correspondientes e induccion a la enfermedad, tuvo una duracion de aproximadamente 2

semanas.

Los grupos se conformaron de la siguiente manera (Tabla 2):
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14.1.1 Disefo experimental

Se realizd un disefio completamente al azar para modelos mixtos con medidas repetidas a lo
largo del tiempo, compuesto por dos grupos experimentales (DM-Tb y DM-Placebo) y un grupo

control (Sanas-Th).

Tabla 2 Conformacion de los grupos del estudio.

v v Tributirina 450mg/kg
v 7 SSF 4.5ml/kg
= v Tributirina 450mg/Kg

= Grupo experimental 1 DM-Tb: Diabetes + suplementacion por via oral con tributirina

450mg/Kg.

= Grupo control negativo DM-Placebo: Diabetes + administracion via oral de SSF

4.5ml/kg

= Grupo experimental 2 Sanas-Th: Ratas sanas + suplementacion via oral con
tributirina 450mg/Kg

14.1.2 Muestreo sanguineo

En esta fase se llevé a cabo el primer muestreo sanguineo de las ratas para asi obtener los
valores basales de los pardmetros sanguineos. Previo a la toma de muestra sanguinea se
colocé a las ratas en racks metabolicos individuales con acceso a agua ad libitum, pero sin
acceso a alimento solido durante cuatro horas, lo que permitio colectar orina para realizar
uriandlisis, la muestra se colectd en un tubo para coleccién de orina (BD Vacutainer Urine
Analysis Preservative tube) para realizar la medicion de pH, proteina, glucosa, cetonas,

bilirrubina, hemoglobina/sangre, densidad urinaria y creatinina (Imagen 1). La muestra
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sanguinea fue extraida introduciendo un capilar sin anticoagulante en el canto medial del ojo
de las ratas para acceder a seno orbital y las muestras fueron almacenadas en tubos
microtainer de 1 ml (BD Microtainer), de los cuales en tubos con EDTA (BD Microtainer
con K:EDTA) se colecto un aproximado de 300uL para realizar hemogramas y alrededor de
800uL para el estudio de bioquimica sanguinea se colectaron en tubos sin anticoagulante (BD
Microtainer no adittive tubes) (Morales, 2018) (Imagen 2). Posterior al muestreo se aplicd
en el ojo humectante a base de hialuronato de sodio (Humectan®) para disminuir
complicaciones de irritacion del globo ocular. Este procedimiento requirié de la anestesia de
las ratas, el protocolo a usar fue isoflurano (Sofloran® 250 mL) a dosis efecto. A las ratas
del grupo 1y grupo 2 les fueron realizados un total de seis muestreos a lo largo del estudio,
a las ratas del grupo 3 se les realizaron 5 muestreos, ya que a causa de la contingencia

sanitaria fue necesario recortar el experimento.

Los analitos medidos fueron:

Hemograma: Hematocrito, hemoglobina, hemoglobina, eritrocitos, Volumen Globular
Medio (VGM), Concentrado Globular Medio de Hemoglobina (CGMH), plaquetas,
leucocitos, neutrdfilos, linfocitos y eosindfilos.

Bioquimica: Glucosa, BUN, urea, creatinina, proteina, albumina, globulina, relacion A/G,
colesterol, triglicéridos, Bilirrubinas, alanina aminotransferasa (ALT), aspartato
transaminasa (AST), fosfatasa alcalina (FA).

Uriandlisis: pH, microproteinas totales, creatinina, glucosa, cetonas, sangre/hg y densidad

urinaria.
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Después de la primera muestra sanguinea comenzo el protocolo de diabetizacion de los

grupos 1y 2.

Imagen 1. Mesa con material para toma de muestra sanguinea

Imagen 2. Racks metabdlicos para toma de
muestra urinaria

14.1.3 Induccién experimental de Diabetes mellitus

Se realizé el procedimiento al Grupo experimental 1 DM-Tb y al Grupo control negativo
DM-Placebo, fueron inducidos a presentar diabetes de origen quimico. La induccion a la
diabetes se realizd mediante la administracion de estreptozotocina (Sigma-Aldrich) via
endovenosa a una dosis de 45mg/kg en vena caudal (Nogueira y col. 2017) (Imagen 3). La
estreptozotocina (STZ) fue diluida previamente en buffer de citratos pH 4.5 (Velazquez,
2008; Miric y col., 2001). Para la administracion del fa&rmaco se requirio la canalizacion de
la vena caudal con un catéter de 24G y % de pulgada de largo (ESTRUCAT™),

Se utilizaron 15 ratas para la determinacién del modelo de diabetizacion, ya que el articulo
de referencia recomienda la dosis de 75 mg/kg de estreptozotocina (STZ) via endovenosa
(EV), a 5 ratas les fue practicado este protocolo, sin embargo, la dosis recomendada fue letal
para cuatro de las ratas, por lo que se procedio a utilizar 10 ratas para probar diferentes dosis
de STZ y asi encontrar la dosis minima efectiva. Se probaron las siguientes dosis: 35 mg/kg,
40 mg/kg, 45 mg/kg, 50mg/kg y 55 mg/kg. Posterior a la administracion de STZ se monitoreo
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el estado fisico de las ratas, actitud, asi como la cuantificacion de glucosa a las 24, 48 y 72
horas. Después de la induccidn se concluyé que la dosis minima efectiva fue de 45mg/kg.

Imagen 3. Alojamiento de las ratas

Imagen 4. Administracion EV de STZ a ratas.

Posterior a la administracion de estreptozotocina se comenzo con el monitoreo de glucosa a
través de la toma de muestras sanguineas de la vena caudal por puncién y la cuantificacion
de glucosa, mediante el uso de glucémetro digital (OneTouch®ultra mini Johnson&Johnson)
y tiras reactivas (OneTouch® mini) (Trinder, 1969), la primera toma a las 48 horas y la
segunda a las 72 horas posteriores a la administracién con STZ. Se considero diabéticas a las
ratas que en ayuno de alimento sélido de 4 horas presentaron valores arriba de los 209 mg/dL
de glucosa (Miric y col., 2001). Con este método de Diabetizacion se observd un buen
porcentaje de éxito, 85% de las ratas inducidas a diabetes presentaron hiperglucemia, sin

embargo, por este método el monitoreo de glucosa se extendio hasta las 72 hrs.

El Grupo experimental 2 Sanas-Tb lo conformaron 10 ratas Wistar macho con iguales
caracteristicas del G1y G control negativo, las cuales se conservaron sanas y solo recibieron

la suplementacion con tributirina calculada a dosis de 450g/kg PV.

Una vez que se caracterizaron los grupos experimentales, se mantuvo al grupo 1y 2 durante
cuatro semanas sin tratamiento. Este tiempo de espera formé parte del protocolo de
enfermedad renal cronica por hiperglucemia reportado por Nogueira y col 2017, en una

revision de modelos experimentales de enfermedad renal cronica.
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14.2 Segunda fase

Comenzando la semana seis se realizé el segundo muestreo sanguineo y coleccion de orina

bajo las mismas condiciones del primer muestreo.

Seguido del muestreo sanguineo se realizaron curvas de glucosa a los tres grupos
experimentales, este procedimiento requirid del ayuno de las ratas, por lo que para cada curva
se mantuvo a las ratas en condiciones de ayuno de alimento s6lido de 4 horas, con
disponibilidad de agua ad libitum. Posteriormente se administré una solucion de dextrosa al
30% en dosis de 2g/kg PV via oral a cada una, administrada por medio de una sonda larga
de alimentacion. Se tomo la glucosa mediante la puncion de vena caudal y se cuantifico la
glucosa con un glucémetro (glucometro OneTouch®ultra mini Johnson&Johnson) y tiras
reactivas (OneTouch® mini), documentando los valores en los minutos: 0, 30, 60, 90 y 120
post administracion de solucion. La glucosa utilizada fue dextrosa reconstituida en agua

destilada a una concentracion de 30% (Urzla, 2011).

Al terminar las curvas de glucosa comenzé la administracion de tributirina via oral con ayuda
de una sonda gastrica larga a dosis de 450 mg/kg, esta dosis fue establecida a partir de la
investigacién publicada por Gonzalez y col, en el afio 2018 a los grupos Tratamiento 1 y
Tratamiento 2 del experimento, mientras que al Grupo Control Negativo se le administr6

solucion salina fisioldgica via oral a dosis de 4.5 ml/kg.

La suplementacién con tributirina se realizé diariamente durante cuatro semanas al grupo
Tratamiento 1 DM-Tb y Grupo Tratamiento 2 Sanas-Th, tiempo en el cual se realizaron
muestreos sanguineos semanales, hasta la semana ocho para el grupo Tratamiento 1 DM-Tb

y Grupo Tratamiento 2 Sanas-Thb, y hasta la semana 4 para el grupo.

Después de la ultima toma de muestra sanguinea se realizo una segunda curva de glucosa a

los tres grupos como se describio anteriormente.

14.3 Tercera fase

Después de realizadas las curvas de glucosa se procedié a la muerte humanitaria de las ratas,

para ello se colocaron en grupos de cuatro en una camara de CO; durante 5 minutos, para
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determinar la muerte se observaron signos de ausencia de vida: ausencia de frecuencia
cardiaca, ausencia de frecuencia respiratoria y relajacion de esfinter anal, dilatacion pupilar.
Al salir de la camara se realizo dislocacion cervical manual para asegurar la muerte y se
procedio a realizar necropsias, observacion de lesiones macroscépicas. (NOM-062-Z0O0-
1999. AVMA Guidelines for the Euthanasia of animals: 2020 edition. pp60).

A lo largo del estudio se realizo la observacion del comportamiento de los individuos de los
grupos procurando su calidad de vida, fueron sometidos a intoxicacion con CO: los
individuos que presentaron signos de dolor como: anorexia, lo que se puede determinar por
ausencia de heces, hiporexia, actitudes de rascado o inflamacion localizada, vocalizacion,
inquietud, descarga de porfirinas, hiperventilacion, resistencia al movimiento, cambios de

comportamiento, falta de acicalamiento.

15. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza, utilizando PROC GLM de SAS
(version 9.3; SAS Ins. Inc., Cary, NC). Se realiz6 un andlisis de medias de minimos
cuadrados con ajuste para comparaciones multiples: Tukey- Kramer. EI modelo incluy6
tratamiento, muestra, animal, muestra / animal e interacciones. Los resultados expresan la

media y el error estdndar con una significancia p<0.0001

16. RESULTADOS

El analisis permiti6 observar las concentraciones de cada analito por periodo, que se refiere
a cada toma de muestra y por tratamiento, analizando la media de los valores obtenidos a lo
largo del estudio por grupo, evidenciando lo siguiente:

16.1 Hemograma

La tabla 2 describe el registro de los analitos durante el muestreo por periodo y por grupo,
resaltando en color azul los periodos que mostraron significancia estadistica. El periodo uno
corresponde al muestreo basal de los animales, en el analisis por periodo por grupo tanto en
hematocrito, eritrocitos, VGM, CGMH, plaquetas, leucocitos y eosinofilos no se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos del estudio.
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El analisis de hemoglobina mostré diferencia estadistica en el periodo 5, el grupo
Tratamiento 2 mostro valores significativamente mas bajos en comparacion con el grupo
Tratamiento 1y el Grupo Control Negativo. Neutréfilos y linfocitos mostraron significancia
estadistica en el segundo periodo entre los grupos de estudio, donde tanto el Grupo Control
Negativo como el grupo Tratamiento 2 mostraron niveles significativamente mas bajos que

el grupo Tratamiento 1. (Tabla 3).

Los resultados del analisis por tratamiento y por grupo permitieron observar que los valores
de eritrocitos, VGM, CGMH, leucocitos, neutréfilos, linfocitos y eosindfilos no presentaron
significancia estadistica. En el analisis por tratamiento por grupo los valores de hematocrito
y hemoglobina fueron significativamente mas bajos en el grupo Tratamiento 2 en
comparacion con el grupo Tratamiento 1 y Control negativo, ademas se observo que las
plaquetas son significativamente mas bajas en el grupo tratamiento en comparacion con los

grupos Control Negativo y Tratamiento 2. (Tabla 4).

16.2 Bioquimica sanguinea

La tabla 5 describe el registro de los analitos durante el muestreo por periodo a cada grupo.
AST, globulina, relacion A/G no mostraron diferencias estadisticas en el analisis por periodo
entre los grupos del estudio. Los valores de creatinina, colesterol, triglicéridos, ALT, BUN
y bilirrubinas solo presentaron significancia estadistica en uno de sus periodos, cada uno de

estos identificados por las literales a, b, y c.

En cuanto a glucosa se pudo observar diferencias estadisticamente significativas por periodo
entre los grupos del estudio a partir del segundo muestreo, correspondiente al inicio de la
suplementacion, ademas de que la diferencia estadistica es significativa entre los grupos
diabéticos con respecto al grupo Tratamiento 2, también se puede observar significancia entre
los grupos diabéticos en el periodo 4 y 6, en la tabla las diferencias estadisticas estan

caracterizadas por literales: a, b, c.
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Grafica 1. Valores de glucosa por periodo. Se muestra el registro de la media de los niveles de glucosa de los

grupos del estudio en cada periodo, los valores resultaron significativos para cada grupo
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Urea presenta diferencia estadisticamente significativa en los periodos 5y 6, donde el grupo
Tratamiento 1 y el grupo Tratamiento 2 presentan la misma literal, a diferencia del Grupo
Control Negativo, que muestra valores para BUN estadisticamente mas altos. En el analisis
por tratamiento por grupo se observan diferencias estadisticamente significativas para los tres
grupos, donde el grupo Tratamiento 1 presenta los valores mas altos, seguido por el Grupo

Control Negativo, el grupo Tratamiento 2 presenta los valores mas bajos.

Creatinina mostrd diferencias significativas en el analisis por periodo 5 donde el Grupo
Control Negativo present6 una elevacion en los valores con respecto al grupo Tratamiento 1
y al grupo Tratamiento 2. En el andlisis por tratamiento por grupo, se observé diferencias
estadisticas donde el Grupo Control Negativo presento valores méas altos con respecto al

grupo Tratamiento 2 y grupo Tratamiento 1, que presentan la misma literal.

Colesterol y triglicéridos mostraron un comportamiento similar en el andlisis por periodo,
mostrando significancia en el periodo 6 entre el grupo Tratamiento 1 con respecto al grupo
Tratamiento 2. En el analisis por tratamiento por grupo sélo triglicéridos mostraron
diferencias estadisticamente significativas, en las cuales el grupo Tratamiento 2 presento
valores mas bajos con respecto al Grupo Control Negativo y al grupo Tratamiento 1, que

presentan las mismas literales.
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Alanina aminotrasferasa (ALT) muestra un aumento estadisticamente significativo de esta
enzima en el periodo 5, para el Grupo Control Negativo con respecto al grupo Tratamiento 1
y al grupo Tratamiento 2. En el analisis por tratamiento por grupo se observa significancia
estadistica de los grupos Tratamiento 1 y Tratamiento 2 con respecto al Grupo Control

Negativo, este presenta valores significativamente mas altos.

Aspartato aminotrasferasa (AST) solo mostrd significancia en el analisis por tratamiento por
grupo, donde se pudo observar que el grupo Tratamiento 2 mantuvo los valores dentro de
rango, mientras que el Grupo Control Negativo y el grupo Tratamiento 1 mostraron valores

elevados compartiendo la misma literal.

Fosfatasa alcalina (FA) en el analisis por periodo presenta significancia para el Grupo Control
Negativo con respecto al grupo Tratamiento 2, donde el Grupo Control Negativo presenta
valores estadisticamente méas altos con respecto al grupo Tratamiento 2. Al analisis por
tratamiento por grupo se pudo observar diferencias estadisticas entre los tres grupos, donde
el grupo Tratamiento 2 presento los valores mas bajos, seguido del grupo Tratamiento 1y el

Grupo Control Negativo que presento los valores mas altos.

En cuanto a proteina total (PT), en el segundo periodo el Grupo Control Negativo y el grupo
Tratamiento 1 mostraron un comportamiento similar, presentando valores estadisticamente
mas bajos con respecto al grupo Tratamiento 2, en el 5 periodo el grupo Tratamiento 1 mostré
resultados estadisticamente mas bajos con respecto al grupo Tratamiento 2. El anélisis por
tratamiento por grupo presenta diferencias estadisticas entre el grupo Tratamiento 2 que
presenta valores mas altos con respecto al Grupo Control Negativo y al grupo Tratamiento
1.

La albumina presento algunas diferencias estadisticas entre periodos, donde el Grupo Control
Negativo presento valores significativamente mas bajos al grupo Tratamiento 2 en el periodo
2y enel 5. En el analisis por tratamiento los valores de los grupos Grupo Control Negativo
y Tratamiento 1 fueron significativamente mas bajos en los grupos control y Tratamiento 1

en comparacion con el grupo Tratamiento 2.
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Globulina no presentd diferencia estadistica en el analisis por periodo. El analisis por
tratamiento presenta diferencias estadisticas donde el grupo Tratamiento 1 presento los
valores mas bajos, y los grupos Grupo Control Negativo y grupo Tratamiento 2 compartieron

literal.

BUN presenta diferencias estadisticas en el analisis por periodo, en el periodo 2 donde el
Grupo Control Negativo y el grupo Tratamiento 2 presentaron valores significativamente
mas bajos que el grupo Tratamiento 1, y en el periodo 5 donde el Grupo Control Negativo

mostrd valores significativamente mas altos al grupo Tratamiento 2.

Las bilirrubinas solo muestran diferencias estadisticas en el periodo 2, donde el grupo
Tratamiento 2 presentd valores mas altos con respecto al Grupo Control Negativo, no se

observaron diferencias en la comparacidn por tratamiento por grupo. (Tabla 6).

16.3 Urianalisis

Se pudo observar que los niveles de pH en orina presentan significancia estadistica para los
tres grupos en el analisis por tratamiento, el grupo Tratamiento 2 presentd la orina més
alcalina, seguido del grupo Tratamiento 1 y por ultimo el grupo Control Negativo. (Tabla
7).

En cuanto a la comparacion de medias por tratamiento no hubo significancia estadistica para

PT, cetonas, bilirrubina y sangre/Hg.

La PT en orina no fue detectada ya que el método de medicion solo detecta gramos sobre
litro, y por las cantidades PT excretadas en orina no se considera diagnostico para esta
medida.

Los valores de glucosa en orina muestran significancia para los tres grupos, se observa los
niveles méas bajos de glucosa en el grupo Tratamiento 2, los grupos Tratamiento 1 y Grupo
Control Negativo presenta los valores elevados de glucosa, en el periodo 6. En el analisis por
tratamiento por grupo se puede observar significancia estadistica entre los tres grupos, el
grupo Tratamiento 2 presento los niveles mas bajos, seguido por el grupo Tratamiento 1y

los valores mas altos de glucosuria correspondieron al grupo Tratamiento 2.
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La DU presentd significancia estadistica para el Grupo Control Negativo que presentd una

orina mas densa con respecto al grupo Tratamiento 1 y Tratamiento 2.

Creatinina mostro diferencia para el grupo Tratamiento 2, con niveles significativamente mas

altos con respecto a los grupos diabéticos (Tabla 8).
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Tabla 3. Valores de Hemograma por periodo por grupo

HEMOGRAMA

TRT PERIODO Hematocrito %  Hemoglobinag/L  Eritrocitos x10°12/L VGM fL CGMH g/L Plaguetas x10°9/L Leucocitos x10'9/L  Neutrofilos % Linfocitos % Eosindfilos %

Valores de referencia 0.39-0.53 137176 /L 1.27-9.65 48.9-57.9 329-375 g/L 638-1177 1.96-8.25 6.2-26.7 66.6-90.3 0.2-3.5
Control Negativo 1 0.450820.0066 1839232544 8.0462 216426 57.077 £12.758 398.846+14.403 1193462257556 230384514 2606922307 70062:2646 406220839
Control Negativo 2 05200200066 2036152544 91315216426 55823£12759 397385+14403 861846+57556 13454145614 26646823072 67484:2646 586920839
Control Negativo 3 05125200068 200017+2648 155000%17097 55.875£13.280 383833+14991 858500459306 248584302 26808+£2402 63067£2754 365020873
Control Negativo 4 0.5083£0.0068 19850012648 91925417097 55.450£13.280 389750£14991 B56.667£59906 14108:4.3802 28.282£2402  67617£2753 409220873
Control Negativo 5 05153 +0.0068 19975026480 9.330021.7097 55.075£13.280 387500+14991 B833.000£59906 13595014302 31100£2.402  B3R67£2753 542520873
Control Negativo 6 0.5078£0.0079 18655613.058 917781159742 55489115334 36655617310 B867.000:69.174 1164415545 26.856£2.773  GB744£3180 440021008
Tratamiento 1 DM-Th 1 0.4725:0.0068 18575012648 7.975011.7097 57.667£13.280 403750+14991 1242750259506 1250814302 23533£2402 71R58£2754 380810873
Tratamiento 1 DM-Th 2 05192£0.0068 2055172648 92250117097 56.333£13.280 395750£14991 701.250£59906 25492143802 39.833£2402b 540522754b 611720873
Tratamiento 1 DM-Th 3 05073£0.0071 200636%2.766 00055 £1.7857 S6.700+13.871 304273+15658 B04364+62570 12082:5016 20209+£2508 66018:£2876 7.30020012
Tratamiento 1 DM-Th 4 05127200071 2032732766 00582 £1.7857 56.682+13.871 306.000+15.658 710.001+62570 1252715016 30164+£2508 66000£2.876 2.036%0012
Tratamiento 1 DM-Th 5 05189400079 204.444£3058b 90.1433£19742 115022 +£15334 303.222+17.310 730.880+60.174  13.800+5545 2073342773 65833£3180 4433211008
Tratamiento 1 DM-Th 6 0.5025£0.0084 10B375:3.243 8.7500%2.0039 57.500 % 16.265 304000+18.360 781375+73370 10675:5.882 3145042041  63875£3.372 467521069
Tratamiento 2 Sanas-Th 1 04320200106 177.400%4.102 7.6400 £2 6436 58.2004 20573 308.200+£23.224 1107.800£92.8068 14700+7.440 2572043721  71080+£4266 3.220%£1353
Tratamiento 2 Sanas-Th 2 0.497020.0075 1975002901 8.8000£1.8729 56.500 14,548 397500+16.422 954.700:85.624 1574025261 2503226312 7101230162 3960205956
Tratamiento 2 Sanas-Th 3 0.485620.0079  190.556x3.058 8.7556 219742 55.589£15.334 391.778+17.310 1001.667269.174 1474425545 2763322773 5788923180 447821008
Tratamiento 2 Sanas-Th 4 0.490020.0079  193.885x3.058 8.7567 219742 55911215334 39622217310 957.778+89.174 14p4425545 2462222773 £59589:3.180 578921008
Tratamiento 2 Sanas-Th 5 0.48112£0.0079 180+3.058 2 8.6244219742 90.811£15.334 444000+17.310 906567 +89.174 1383325545 3242222773 5946713180 644421008
Tratamiento 2 Sanas-Th 6 0.48280.0079 185611x3.058 8.7094 219742 73.133£15.334 417.8333+17.310 945228+89.174 1434425545 2942822773 53544:3180 620021008

Tabla 4. Comparacién de medias de los resultados de hemograma por tratamiento. Los valores que muestran significancia se encuentran sefialados mediante

las literales a, b y c.

DIFERENCIA ENTRE TRATAMIENTOS EN HEMOGRAMA

TRT Hematocrito % Hemoglobina g/L  Eritrocitos x10*2/L VGM fL CGMH g/L Plaguetas x10*9/L Leucocitos x10°9/L  Neutrofilos % Linfocitos % Eosinafilos %
Valor de ref. 0.39-0.53 137176 g/L 1.27-9.65 48.9-579 329-375g/L 638-1177 1.96-8.25 6.2-26.7 66.6-90.3 0.2-35
Control negativo 05024000280  195.393:1.097h 10.130£0.708 55.81525502 388.145+6.211 920079+24820h 168422 +1990 2764530895 67.973:1141 458310362
Tratamientol  506:00030b  199.732:1.169b 8.860£0.755 B6.6512 5862 396166166176 B2B453126445a 14581 £2120 30654+1060 64.889:1216 4.880%0.385
Tratamiento 2 p478:000342 187560%1319a 8548+0.852 £5.02426615 40765647468 978956%29.842bh 146344 22392 27476+1196  67.096:1372 5.015:0435




Tabla 5. Valores de Bioquimica sanguinea por periodo por grupo

BIOQUIMICA SANGUINEA
. Trigliceridos . : . o
TRT PERIODO  Glucosammol/L  Ureammol/L  Creatinina umol/L Colesterol mmol/L mmalL ALTU/L ASTU/L FAU/L PTE/L Albumina g/L Globulinag/dL ~ RelacionAG BUN mmol/L  Bilirrubina total umol/L

Valores de referencia 5.7-84 14-12 37-53 1.20-2.38 0.23-13 17-50 39-93 62-255 U/L 63-86 33-49 24-39 1.58-2.67 11.42-19.28 0.85-2.56

Control Negativo 1 783:11899 6700 £ 0651 42077 £1596 188140118 10320492 83.385£47.253 110,077 £ 47.019 342,000 +113.871 73769 £0.981 31692£0565 41077+ 0924 0803110025  14308:1467 16540593

Control Negativo TR 8720783 538891919 2573:0.142 3203£0591  213667:56792 20700056510  1028556%136856h 70778:1179b  30778:0680b 40000:1111 07778:0030 1B667:1763a 3.044:0718b

Control Negativo 3 253+15168b 853810830 53.750£2.035 2.663+0.151 333020627  275375:60236  284625:58938  1199375¢145158b 748751250 32000£0.721 42875+1.178 07500£0032  18250£1870 3675£0.762

Control Negativo 4 267875¢15168 820040830 49875£2.035 281940151 3166£0627  267250:60236  175500:58438  1202875¢145158b 723751250 3112540721 4125041178 07613:0032 = 17625£1870 3.175+0.762

Control Negativo 5 2455¢1516b  1125¢0830h 59510350 260410151 153310627 483625:60236h 38400059438 983875+ 145158h 731251250 31:0721b 43125¢1178 0745080032  2425:1870b 441310762

Control Negativo 6 196671751b 11325:0959b  47.750%1350 2583:0.174 1650£0724 353417469555 420583169110 111535¢167614b 7200041443 31083+0.832 40917+1361 0761580037 @ 24167412159 4083 +0.880
Tratamiento 1 DM-Th 1 7.333:1238 7267 £0678 38.000%1.662 211240123 12430512 83583£49.183 111167 48439 349000+ 118521 744171021 33.000+0.589 41417+08962  07983:0026  15417:1517 188210622
Tratamiento 1 DM-Th 2 1684+1516c 16823t0830b  50.766+2.035 253040151 1143+0627  139323£60236  219.266+58.938 730438+145158  68.281:1250h 30110:0721b  38172+1178 07983:0032 37.281:1870b 445310762 ¢
Tratamiento 1 DM-Th 3 186832 1516b 554110830 48.656+2.035 285140151 3629+0627 106406£60236  118.078£58.938 567.734£145158 71806+1250 31813+0721 40094+1.178 08014£0032 = 20531£1870 3.153+0.762
Tratamiento 1 DM-Th 4 14.1671#1516b  8523+0830 50.484£2.035 2.66920.151 267420627 237031160236 315.359+59.938 710.891+145.158 731251250 343590721 3B766:1.178 08030:0032 18453+ 1870 3.006%0.762
Tratamiento 1 DM-Th 5 17775¢1516b 7.481:0830a 480A3:2035a 240920151 241920627 1503132602363  166.438250.933 958688+ 145158 h  £9.375:1350b 31125:0721b  38250#1178 08181:0032 15938+ 1870 3.250%0.762
Tratamiento 1 DM-Th 6 206562+1516¢c 7.713:0830a 51.133£2.035 3330£0151b 5423+0627h 260984260236  323125%59933 963.406 = 145.158 736801250 321560721 41523:1.178 0781420032 16664+ 1870 424120762
Tratamiento 2 Sanas-Th 1 7.71:1918 6.980£1.050 4060022.574 2.262+0.191 112420793 34.400£76.194 104000+ 75.816 380.200+ 183612 69.200+ 1581 32000£0912 372001491  08700£0041 = 15000%2.365 2.140:0.564
Tratamiento 2 Sanas-Th 2 576:1356a 762207422 48.4001.820 2.33420.135 143903561 39.000£53.877 132.300£53.610 287821298333 774:1118a 35.2¢06452 42200£1.054 0844020029 16216722 708206822
Tratamiento 2 Sanas-Th 3 6222241433  7.056%0783 47.22221919 2.52420.142 1340203591 86.333£56.792 122111256510 259.333£ 1368560 768891179 33.778+0680  43111£1111 07867:0030  15111%1763 2.5560.718
Tratamiento 2 Sanas-Th 4 675514338  7.022:0783 48.66721919 2.66420.142 11670591 80.111£56.792 1231112536510 233.556£ 1368560 767781179 34000£0680  42778:1.111 08011:0030  14.389%1763 247820718
Tratamiento 2 Sanas-Th 5 5922+143a3 6533:0783a  48111:1919a 2.58320.142 1147:0591  79333:56792a  113.000£58510 234£136.856 3 77666211792 34667¢0.680a 43000:1111 08111:0030 14111*1763a 2.800£0.718
Tratamiento 2 Sanas-Th ] 6.3055£143a 6706107832 47.722£1919 2440£0142 3 1198£0591a 85111156792 112111156510 298.333£ 136856 7816711179 34389£0680  43778£1111 0781710030 1438911763 2.62810.718

Tabla 6. Comparacidn de medias de los resultados de bioquimica sanguinea por tratamientos. Los valores que muestran significancia se encuentran sefialados

mediante las literalesa. b v c.

DIFERENCIA ENTRE TRATAMIENTOS EN BIOGUIMICA SANGUINEA

TRT  Glucosammol/l  Ureammol/L  Creatinina umol/L Colesterol mmal/L Trii;;}fos ATULL ASTUL FAUIL Tl Albuminag/l  Globulinag/dl  RelzcionAG BUN mmol/L Ei\irruu::};total
Valorderef,  57-84 1422 3153 1.20-2.38 0.23-13 1750 3993 62-255 U/L 63-86 33-49 439 1.58-2.67 1142-19.28 0.85-2.56
Controlnegativo 93 38020610 0129:0334b  51140:0819b  2540% 0.081 1652:0152h  279.452:24255b 28029B£24.136b  9B19B9:5BA453c  72B20£0503b  3L446%0290b  41374:0475h  0767:0013h  19544:0753b 3357+ 0307
Tratamiento] 1591060605 9558403298  47850: 08072 2650+0.060 1756:02430 162940:23838a 208905£23780b  713350:57530b  71798£0436h  32093:t0286b 39704:0468a (0B17:0013a 20713:0741b 334940302
Tratamiento ] § 448+ 052 ¢ 5987:0338c  46788:0827a 247010061 1236:0.2552  BAD4B:24500a  117.772£243782  282203:58040a  76017:0508a  34.006:0293z 42011:0479h 0B817:0013a  1495:0760a 3.28020.310




L

Tabla 7. Valores de Urianalisis por periodo por grupo

URIANALISIS
TRT PERIODO pH PTg/L Glucosa mmol/L Cetonas mmol/L H'm‘;ﬁ.’fa SangreHg erit/pl Densidad Creatinina mg/dL
Valores de ref 7.3-85 0.019- 0.0278 0.11- 0.28 1.040-1.070 33.55-39.75

Control Negativo 1 7.346 £0.165 0.069 £0.05 0=3.509 0.462 £0.699 o 5538+ 13.594 1.037 £0.004
Control Negativo 2 6.389 £0.198b 02x02 56+4217 b 0.167 £0.841 o 7.222+16.338 1.047 £0.004 19.689+£5.255
Control Negativo 3 6.625 #0210 b 0.187 £0.0719 5624473 b 0.0000 £ 0.892 o 45625+ 17.329 1.050 £ 0.005 18.275+5574
Control Negativo 4 6.8125+0.210b 0.15+0.0719 46.25+4473 b 0.6250+0.892 o 26.250+17.329 1.045 £0.005 16.338+5574b
Control Negativo 5 6.188+0.210b 0.212+0.0719 4237524473 b 2.063£0.892 o 54 375+17.329 1.042 £0.005 27.063+5574
Control Negativo =] 6583 #0242 b 0.216+0.083 56%5165¢c 0.625+1.029 o 120.417 +20010b 10560005 b 31.675+6.436

Tratamiento 1 DM-Th 1 7.750£0.171 0.125+0.58 0+3.652 0.375+£0.728 o 7.083+14149 1.037 £0.004
Tratamiento 1 DM-Th 2 6.868+0210b 03938+ 00719 3854473 b 0.0000 £0.892 o 78.125+£17.329 1.040 £ 0.005 22752£5574
Tratamiento 1 DM-Th 3 7.078+0.210 0136+ 00719 385+4473Db 3.5156+0.892 ] 11172 +17.3289 1.045 +0.005 216335574
Tratamiento 1 DM-Th 4 7.602 £0.210 0503 +£0.0719 216254473 a 0.0000 +0.892 ] 15141 +17.329 1.040 £ 0.005 253135574
Tratamiento 1 DM-Th 5 7.063 £0.210 0.056 £0.0719 385+4473b 0.0000 £ 0.892 o 6.875+17.329 1.031 £0.005 16.219+5574 b
Tratamiento 1 DM-Th [ 6632+0210b 0.082 £0.0719 26.1875+4473 b 4 570+0.892 o 10.703+17.329a 1.030+0.005 a 14791+5574b

Tratamiento 2 Sanas-Th 1 7.900£0.266 0.2+0.091 0+5.658 0.300+1.128 o 2.000+21919 1.045 £ 0.006
Tratamiento 2 Sanas-Th 2 81+0188a 0.25 £ 0.064 0.15+4.001 a 0.300+0.797 o 14500+ 15.499 1.037 £0.004 29.710+ 4985
Tratamiento 2 Sanas-Th 3 80+0.198a 0.144 £ 0.067 0.333+4217a 0.333£0.841 o 45000+ 16.338 1.030 £ 0.004 37.378+5.255
Tratamiento 2 Sanas-Th 4 7778+0198 a 0.122 £ 0.067 0+4217a 0.000 £ 0.841 o 17778+ 16.338 1.033 £0.004 48078 £5.255a
Tratamiento 2 Sanas-Th 5 737780198 a 0.066 £0.0678 0+£4217 & 1.667 £0.841 o 38.333+£16.338 1.033 £0.004 47578+£5.2554a
Tratamiento 2 Sanas-Th =] 80%0.198a 0.066 + 0.0678 0+4317a 0.917 +0.841 o 28167 £ 16.338 1.033 £0.004 44 819+5574 3

Tabla 8. Comparacidn de medias de los resultados de urianalisis por tratamientos. Los valores que muestran significancia se encuentran

sefialados mediante las literales a, b y c.

DIFERENCIA ENTRE TRATAMIENTOS EMN URIANALISIS

TRT pH PT g/L Glucosa mmol/fL Cetonas mmaol/L HilirrquEa SangreHg erit/uL Densidad Creatinina mg/dL
pmo
Valores de ref 7.3-8.5 0.019- 0.0278 0.11-0.28 1.040-1.070 33.55- 39.75
Control negative 6.657£0.085 b 0.1726 £0.02839 4277021801 b 0.657 £0.359 o 4340565978 1.047£0.002 b 2260722547 b
Tratamiento 1 7.165£0083 ¢ 0.2167 £0.0285 27.219£1775¢C 1.410£0.354 o 22183 £6.875 1.037£0.002 a 20.141£2.493 b
Tratamiento 2 7926200852 0.1416 £0.0292 00831£13819a 0.586 £0.362 o 24463 £7.048 1.03520.002 a 41512£3356 =




16.4 Curvas de glucosa

Se realizaron dos curvas de glucosa a los grupos del estudio, la primera previa al comienzo de la

suplementacion, la segunda una vez terminado el periodo de suplementacion.

Durante la primera curva se observé que los valores de glucemia del Grupo Control Negativo y del
grupo Tratamiento 1 se comportaron de manera similar, no presentaron significancia estadistica, a
diferencia del grupo Tratamiento 2 que mostrd valores estadisticamente méas bajos que los grupos
Grupo Control Negativo y Tratamiento 1. La significancia y el comportamiento de los valores se

presentan en las siguientes. Grafica 2 y 3.

Grafica 2. Gréfica de minimos cuadrados para la curva de Grafica 3. Curva de glucosa pretratamiento. Distribucion

glucosa pretratameinto. Evidencia la significancia de los de los valores de glucosa pretratamiento por grupo. Se

valores de glucosa en los grupos donde el Grupo Control observé significancia para los valores del grupo

Negativo y el grupo de diabetes no presentan valor Tratamiento 2 con respecto a los valores del grupo
estadisticamente significativo, sin embargo si presentan tratamiento 1y control, no asi entre los mismos.
significancia con respecto al grupo tratamiento 2. Tx:

Tratamiento

Glucosa Comparisons for TRT

CONTROL
\ Tratamient

400

300

200 /f_/_ —— -— .

Tratamiento 2
Tratamiento 2
Tratamienio 1
100 CONTROL
TIERF I RLITIOS]
100 200 300 400 —— AR —t P

Differences for alpha=0.05 (Tukey-Kramer Adjustment)

Not significant Significant

La segunda curva de glucosa se realizé bajo las mismas condiciones de la primera, pero esta

se realizé al finalizar el experimento.
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Los valores que se observaron reflejan significancia entre la media de cada grupo, los
valores de glucosa mas altos los presento el Grupo Control Negativo, seguido por el grupo
Tratamiento 1y el grupo Tratamiento 2 mantuvo niveles dentro de rangos. En las siguientes
gréficas podemos observar la significancia por grupo y el comportamiento de los valores
durante la curva, ademas se puede observar que el grupo Tratamiento 1 presenta el pico
mas alto de glucosa desfasado con respecto al Grupo Control Negativo y del grupo

Tratamiento 2. Grafica4 y 5.

Grafica 4. Grafica de minimos cuadrados para la Grafica 5. Curva de glucosa postratamiento.

. Los resultados mostraron una prolongacion del tiempo en la
curva de glucosa postratamiento. Muestra la

L . . presentacion del pico de glucosa, ademas de niveles de
significancia de los valores de glucosa obtenidos, se

puede observar estadistica significativa para los glucosa mas bajos en comparacién con los niveles mostrados

por el grupo control. También permite observar el
valores de cada grupo.

comportamiento de los niveles de glucosa del grupo
Tratamiento 2/Tb, significativamente mas bajos.

Glucosa Comparisons for TRT
500 CURVA DE GLUCOSA POSTRATAMIENTO

\ \ CONTROL 500
400 R
\ TRATAMJENTO 1 \\

300

200

TRATAMIENTO 2

TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 1 80 120
100 CONTROL TIEMPO (MINUTOS)
g CONTROL NEG TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2
100 200 300 400 500
Differences for alpha=0.05 (Tukey-Kramer Adjustment)
Not significant Significant
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17. DISCUSION

17.1 Caracterizacion del modelo de estudio

A partir de la observacion y analisis de los resultados obtenidos en los estudios sanguineos y
urinarios se puede concluir que se logro el objetivo de caracterizar un modelo Util para esta
investigacion, ya que replicd los cambios provocados en individuos con diabetes:
hiperglucemia, alteracion de analitos hepaticos, glucosuria, signos clinicos como poliuria/
polidipsia, polifagia, pérdida de peso; ademas de mostrar algunos signos de funcion renal
alterada como aumento de los compuestos nitrogenados de eliminacién renal, alteracion de
los niveles de albumina sérica, y alteraciones en urianalisis como presencia de glucosa en los
grupos diabéticos, disminucion de los valores de creatinina, lo que puede indicar una
disfuncion en la concentracion de este analito por parte del rifion, ademas se observé que el
Grupo Control Negativo presento una orina mas acida en comparacion con los grupos
Tratamiento 1 y grupo Tratamiento 2, en cuanto a proteina no pudo ser corroborada al
uriandlisis, ya que la medicion de este analito se realiz6 por tira reactiva que detecta g/dL.

Estos cambios coinciden con los observados en la patologia de DM.

En cuanto a la funcion renal se mantuvo constante, sin embargo, los cambios observados en
parametros séricos y urinarios reflejan insuficiencia renal incipiente. Estos resultados
coinciden con los reportados por Montano A A. y col., 2017; Nogueira y col. 2017 quienes
buscaron establecer un modelo animal apropiado para investigar sobre la patogénesis y el
desarrollo de la nefropatia diabética que permitiera el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas.

El analisis estadistico permitio establecer diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de estudio. Con la ayuda del anélisis del modelo ajustado por medias minimo

cuadratica se pudo determinar qué analitos presentaron diferencias estadisticas entre grupos.

17.2 Hematocrito

Los resultados del andlisis por tratamiento por grupo permitieron observar que los valores de
eritrocitos, VGM, CGMH, leucocitos, neutréfilos, linfocitos y eosindfilos no presentaron

significancia estadistica por tratamiento. El analisis mostro los resultados mas relevantes en
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los valores de hematocrito y hemoglobina que fueron significativamente mas bajos en el
grupo Tratamiento 2 en comparacion con el grupo Tratamiento 1y Grupo Control Negativo,
esto podria atribuirse a deshidratacion por poliuria que es un signo clasico de diabetes y
enfermedad renal, ademas se observo que las plaguetas son significativamente més bajas en

el grupo Tratamiento 1 en comparacion con los grupos Control Negativo y Tratamiento 2.

17.3 Bioquimica sanguinea

La glucosa es el primer analito a observar para la corroborar la presencia de diabetes en las
ratas, con ello se confirma la presencia de diabetes, ademas de que la diferencia estadistica
es significativa entre los grupos diabéticos con respecto al grupo Tratamiento 2, se pudieron
observar diferencias estadisticamente significativas por periodo entre los grupos del estudio
a partir del segundo muestreo, correspondiente al inicio de la suplementacion, esto nos lleva
a deducir que la suplementacion con tributirina tuvo un efecto positivo en el metabolismo de
la glucosa en las ratas que recibieron la suplementacion con tributirina. Este resultado
coincide con estudios previos que reportan una mejora en los niveles glucémicos de ratas
Wistar diabéticas tratadas con butirato de sodio (NaB) administrado por via intraperitoneal,
e inclusive por via oral reportados previamente por Gonzalez A. y col., 2018; Khan,S y col.
2014,

La urea se produce en higado, y en condiciones de disbiosis se puede producir en intestino
grueso por fermentacion bacteriana y pasar a circulacion sistémica por translocacion, es
eliminada por excrecion renal. La concentracion de compuestos nitrogenados permite
analizar el estado fisiolégico renal, ademas de estar relacionado con la salud intestinal,
valores altos de este analito pueden reflejar un aumento en la sintesis y la translocacion de
lumen intestinal a circulacién sistémica, asi como una incapacidad del rifion para eliminarlos,
para confirmar la insuficiencia renal incipiente es necesario observar otros analitos como
creatinina, sin embargo, los valores estadisticos nos permiten inferir que la suplementacion
con tributirina no provee beneficios sobre los valores de urea en sangre. Mismo resultado
para BUN.
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Creatinina es un analito con relevancia para la determinacion de la funcion renal, ya que es
eliminada exclusivamente por excrecion renal, la elevacion por fuera de rangos de referencia
de este analito es un indicativo de insuficiencia renal, deben correlacionarse estos valores
con los niveles de urea. A pesar de que en este estudio el Grupo Control Negativo presenta
valores de urea dentro de rangos pero en el limite més alto, los valores de creatinina se
presentan por encima de los rangos, con esto se puede llegar a dos conclusiones, las ratas del
Grupo Control Negativo presentaron insuficiencia renal, mientras que las ratas diabéticas
valores de urea eran mas altos que el Grupo Control Negativo, sin embargo, presentaron
valores de creatinina dentro del rango con lo que se puede deducir que la suplementacion por

via oral con tributirina retrasa la progresion de la enfermedad renal en ratas con diabetes.

Individuos con diabetes presentan alteracion de analitos de funcion y estructura hepatica,
todo esto consecuencia de mecanismos de regulacion de la glucemia, los valores de
triglicéridos no mostraron efecto positivo o negativo en las ratas del grupo de Tratamiento 1
en comparacion con el Grupo Control Negativo con la dosis y el tiempo de tratamiento
utilizado, esto contrasta lo reportado por Miyoshi M. y col. 2011 que aseguran que niveles
altos de butirato en lumen intestinal presentan efectos benéficos en el control de lipidos, sin
embargo ALT mantuvo valores significativamente menores en comparacion con el Grupo
Control Negativo. FA es una proteina de la cual el aumento en los valores puede indicar
colestasis, para aseverar la causa de dicho aumento tendria que analizarse en conjunto con
otras enzimas hepéaticas como ALT, AST y bilirrubina, no obstante correlacionando sus
valores podemos relacionar su aumento a una disfuncién hepatica, que se presenta mas severa
en el Grupo Control Negativo en comparacion con el grupo Tratamiento 1 .Esto nos permite
inducir que la suplementacién con tributirina ayuda a proteger la integridad hepatica, y
muestra un efecto benéfico sobre la funcién de los hepatocitos. Este resultado coincide con
lo reportado por Miyoshi M y col, acerca de los efectos hepatoprotectores de la

suplementacion con derivados del butirato.

La disminucion en los valores de PT puede reflejar deficiencia en su sintesis por desnutricion,
secuestro por inflamacion o pérdida por filtracion capilar, esto se confirmaria analizando el

comportamiento de albumina y globulina. Albumina presenté un comportamiento similar a
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PT, lo cual indica que fue la causa de la diferencia en este analito, la albumina es una proteina
muy pequefa que puede sufrir pérdidas por capilaridad a causa de inflamacién o pérdida a
nivel de filtracion renal, esto exclusivamente cuando hay algun grado de lesion renal. No se
observaron efectos benéficos con respecto a estos analitos en las ratas suplementadas con
tributirina en la dosis y el tiempo de estudiados para este tratamiento. (Nufiez O L y col.
2007).

17.4 Urianalisis

Los resultados de pH permitieron corroborar lo ya citado por Montano, A.A'y col. 2017, un
pH mas acido refleja en descontrol metabdlico de individuos diabéticos, el Grupo Control
Negativo presentd una orina mas alcalina con respecto a los grupos Tratamiento 1 y
Tratamiento 2, sin embargo, el grupo Tratamiento 2 presento la orina mas basica, con esto se
puede concluir que la suplementacion ayudo a mejorar el control metabdlico del grupo

Tratamiento 1.

PT en orina no fue detectada ya que la deteccion se realizé por tira reactiva, y los valores de

proteina al inicio de la enfermedad renal suelen ser imperceptibles por este método.

Los valores de glucosa en orina reiteran el éxito en la caracterizacion en el modelo para este
estudio, este analito muestra significancia para los tres grupos, se observan los niveles mas
bajos de glucosa en el grupo Tratamiento 2, y el grupo Tratamiento 1 presenta niveles
estadisticamente mas bajos que el Grupo Control Negativo, estos resultados muestran que la
suplementacion con tributirina ayuda a disminuir los niveles de glucosa en orina con lo que
se deduce que esta suplementacion ayuda a mantener la funcion renal y el metabolismo de la

glucosa.

La suplementacion con tributirina ayuda a mantener la densidad urinaria, en individuos con
hiperglucemia cronica se puede observar un aumento de la DU causado por las altas
concentraciones de glucosa en la orina, el Grupo Control Negativo presentd valores mas
altos de densidad por este motivo, y el grupo Tratamiento 1 mantuvo una densidad urinaria
dentro de rangos, se puede inferir que la suplementacién con tributirina ayuda a mantener la

densidad urinaria en ratas con diabetes y enfermedad renal.
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Los valores de creatinina observados en los grupos Grupo Control Negativo y Tratamiento 1
se puede relacionar a la incapacidad del rifién por filtrar este producto de excrecion. Este
resultado sugiere que la suplementacién con tributirina no mejora los niveles de creatinina

en orina con la dosis y el tiempo de tratamiento utilizados en los grupos experimentales.

17.5 Curvas de glucosa

Los resultados de las curvas de glucosa permiten observar que la suplementacion con
tributirina ayuda a mejorar los niveles de glucemia en ratas diabéticas suplementadas con
tributirina por via oral, lo que se puede observar en las curvas de glucosa en los primeros 30
minutos, este resultado coincidié con los hallazgos reportados en la suplementacién con NaB

a ratas, realizados por Montano AA y col, 2018 y Gonzalez y col., 2018.

18. CONCLUSIONES

El protocolo utilizado en este estudio permitié determinar que el método de diabetizacion
mediante la administracion de STZ via endovenosa permite replicar la nefropatia diabética,

para realizar estudios que permitan nuevos abordajes terapéuticos.

La suplementacion con tributirina por via oral en ratas con nefropatia diabética ayuda a
mejorar el metabolismo de la glucosa, ademas, ayuda a proteger la integridad y la funcion
hepéatica. A nivel renal, esta suplementacién mostrd retrasar el dafio renal permitiendo
mantener mejores niveles de creatinina, ayudando a tener valores de pH urinario dentro de
rangos y menor concentracion de glucosa en orina, y por consiguiente una densidad urinaria
adecuada. Sin embargo, no muestra efectos positivos con respecto al metabolismo de lipidos,
ni en la concentracion de urea y BUN en sangre, ademas los valores de proteina y albimina,
asi como tampoco tuvo efecto positivo en los niveles de creatinina en orina. Por lo tanto, la
suplementacion con tributirina a ratas con diabetes y nefropatia diabética ayuda al control
metabolico de la enfermedad retrasando su progresion y consecuentemente sus

complicaciones. Ademas, se debe considerar que la tributirina es un suplemento alimenticio
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que, junto con un correcto control de dieta y un esquema paliativo como lo es la

administracion de insulina, puede lograr un mejor efecto.

19. PERSPECTIVAS

Se requiere més estudios que ayuden a enriquecer los resultados: aumentar la n en el estudio

y el tiempo de suplementacion con tributirina.

Para corroborar cambios a nivel de tejidos seria ideal el analisis histopatoldgico de los tejidos
de las ratas del estudio. Esto permitiria correlacionar los resultados sanguineos con las

observaciones a nivel celular.

Otra opcidn al analisis de glucosa podria ser la medicion de hemoglobina glucosilada en las
ratas, lo que permite observar la dinamica de las glucemias durante los tres Gltimos meses.
Ademas, se sugiere complementar el estudio, para estadificar el grado de lesion renal serian
necesarios estudios complementarios, como el indice de filtracion glomerular. Otra
sugerencia incluye el abordaje molecular, mediante la observacién de citocinas

proinflamatorias como TNFa y NF-kB.
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ANEXOS

Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias
de Ia Produccion y de la Salud Animal
Foculind de Medicinn Vederinaria p Zootecnia
Fuculind de Estudios Superiores Coantitlin
Instituto de Investignciones Biomedicas

SICUAE - SUBCOMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO Y USO DE
ANIMALES EXPERIMENTALES

Protocolo Numero: MC-2018/2-1

Titulo del Proyecto: “Efectos de la suplementacion con tributirina en ratas con DMT1,
DMT2 y daiio renal agudo. Estudio experimental.”

Investigador Responsable: DINORAH VARGAS ESTRADA

Tesista: SANDRA ALEYDA BARRIGA GUTIERREZ

Después de haber revisado el proyecto de investigacion ¢l dia 5 de octubre del presente, ¢l
SICUAE considerd que redne los requisitos que marcan las normas para el cuidado y uso
de animales en experimentacion, por lo cual, no tiene objecion en que se realicen los
procedimientos planteados tal y como fueron descritos en el protocolo.

ATENTAMENTE 2
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria D.F. a 18 de febrero del 2019

EL COORDINADOR

[7] unidod de Posgrodo, Edificio B, Primer Piso, 8107, Circwito del Posgrade, Ciudad Universitono. Del. Coyoacan, COMX, C.P. 04510,
Tels.: 01 (55) 5623- 7005 y 01 {55) 5623-0222 ext.; ¥80023, #80005, ¥50024.

[} edificio 4 Posgrade, Planto olta, Fac de Med Vet y Zoot. Circunte Escolar SN, Ciudod Universitania, Del Coyoocan, COMX, C.P 04510,
Tals.: 01 {55) 5622-5854 ai 57, Fax: 01 {55) 5616-7197 y 5616-2342.

[7) Secretaria Técnico de Produccion y Safud Amimol, FES-Cuaitution: Unidad de Investigocidn Multidisciplinoria, Compe 4, Km. 2.5 Corretera
Cuoutitldn Taloyweon, Col San Sebostidn Xhala, Cuautitfon Lecall, Estodo de México, C.P 54714, Tel.: 5623-1939 ext.: 39405,

[ Edificio A, planto bajo de kr Secretoria de Enseranza del instituta de Investigaciones Riomédicos, Nueva Sede, Circuito Maestro Movko de
la Cuevo (posonda el Jardin Botdnico) Cludad Universitana, Def. Copoacdn, COMX, C.P. 04510, Tol.: 01 (55) 5622-8908 ext. 47985
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21.2 Analisis garantizado de la tributirina.

.HENDELC

ANALYTICAL SERVICES S. DE R.L. DE C.V.

INFORME DE RESULTADOS
Fecha de recepcion: Fecha de analisis: No.: Pag. 1de 1
11-MAY-2017 15-MAY-2017 0908/17254/HPLCO2
BIOQUIFAS. de RL.de C.V.
Producto a analizar. Fecha de Emision del Informe de Resultados:
3 Butirina 12-JUN-2017
Lote No.
00117
Muestra

|1 Bolsa con 250g aproximadamente de muestra

Resultados

Granulade fino de color blanco con olor
caracteristico.

El cromatograma de la preparacién de ia
muestra, obtenido en la valoracién de Acido
Butirico exhibe el pico y el tiempo de retencion
correspondiente con el obtenido en la
preparacién de referencia.

58.5569%

Referencia: Técnica analitica del cliente/TA-236.V1 Técnica
Anexos: Cromatogramas y hojas de calculo,

03 ACE-003.V3

Este certificado no debera repcoduclrse excepto 10!
Los resultados se relacionan dnicamente a los elementos ensavados

Pablo Luis Rivas M # 325 ® Col. Escuadrén 201 ® €.P. 09060 ® Deleg. Iztapalapa @ México, D.E ® Tel.: 5616.4350
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AMALYTICAL FERVICES 1§ B.L. DL ©.v.
|PF!uEB.IL' VALORACION DE ACIDO BUTIRICO PRODUCTC: 3 BUTIRINA
IF. DE ANALISIS: 0B-JUN-2017 LOTE: oonT
IESF'EEIFB.‘.AEIDIES: &0 % min RESULTADOS: 585560 %

Fil
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Estindar: Tributirina Muesira 1
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CONG STD= Concentracitn del estindar en mgimlL
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PoHENDELC

ANALYTICAL SERVWICES . R.L. DE
Estandar_1 Tributirina (Acido Butirico)

L.V,

SISTEMA : HPLC-002
METODO - TRIBUTIRINA
AMALISTA : A Hernandez

FECHA DE INYECCION: 08/06/2017 05:02:00 p.m.
LOTE: HOLSTD3MT
WIAL: 1 WOL: 10,000
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Estandar_2 Tributirina (Acido Butirico)
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ANALYTICAL SERVICES 5. L. DE C.W.

Estﬁnd‘ar_ﬂ Tributirina (Acido Butirico)
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L]
Muestra1l_2 3 Butirina

SISTEMA | FIFLU-UL
METODO  TRIBUTIRINA
AMALISTA : A Hemandaz

H ENDEL.

ANALYTICAL

SERVICES 5. R.L. DE

FELHA L INTELCCION: DNDE2017 06:36:20 p.m,
LOTE: DMMT

VIAL: 4 WOL: 10.000

JBUTIRINAMTA 1_1_2, DATA - Prastar 335 Absorbance Analag Channel 1 LC1002MB41

42,

38,000

Indas | Rarme JTma | Quaniity [ Reght] - Aeea| Area % [As US| HTR 57
o | iy A g
1 2911 1coan] 4982019000008 1037 491781
| Talal 100,00 (40608 1 [ 46426 [T00000

96

alLe
Lok w -l
LT TR I"""r"u R LT | r |



°eH E N D

ANALYTICAL

Muestra2_1 3 Butirina

FISTEMA : HPLC-002
METODO - TRIBUTIRINA
AMALISTA : A Hamandez

3BUTIRINAMTA 2_1_1.DATA - Prostar 335 Absorbance Analog Channel 1 LC1002M841
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42,
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36,000
34,0000
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28,00
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FECHA DE INYECCION: 09062017 D5:48:08 p.m.
LOTE: 6017
VIAL: & VOL: 10.000
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PeH E NDE L C

ANALYTICAIL

Muestraz_z 3 Butirina

SISTEMA | HFLC-002
METODO - TRIBUTIRIMNA
AMALISTA : A Hemandez

SERVIC

E S

5.

O E

FECHA DE INYECCION: 09/06/201 7 06:59:51 p.m.
LOTE: 0D1AT
VIALS 5 WOL 10,000

3 BUTIRINA MTA 2_1_2 DATA - Prostar 335 Absorbance Analog Channel 1 LC1002M841
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21.3 Ficha técnica del alimento para rata

BDL-7100

~ Nutricién animal especializada

- .

La dieta de BDL-7100 Alimento
balanceados para roedores de
laborateorio e investigacion
(ratas, ratones y hamster) en
fase de mantenimiento.

Analisis garantizado:

. Proteina: 23.0% min.
. Grasa: 4.5% min.
. Fibra: 6.0% max.

]

"

Ingredientes: Maiz, 50rgo,
trige, gluten de maiz, salvados
de maiz, trigo, aArroz ¥
gsalwvadillo, harinas de alfalfa
deshidratada molida, s0y4a,
cartamo, ajonjoli, carne ¥
pescado, melaza de cana, sal,

carbonatos de calcio y ferroso,
ortofosfato de calcio, aceite
vegetal, DL-metionina, L-
lisina, oxidos de magnesio,
manganesc y zingc, cloruros de
potasio y cobalto, sulfatos
ferroso y de cobre, selenito de
sodio, iodato de calcio,
vitaminas A, D3, E, K, Bl, BZ,
B, BlZ, cloruroc de colina,
pantotenato de calcio, niacina,
dcide félice y biotina.

Embalaje

* Pallet de 5/8 de di&metro
®x 17de largo.

* Sacos de 20 kg. Netos al
envasar

. Cenizas: 5.0% max.
. Humedad: 12Z2.0% max.
*+ E.L.N.: 46.3%

Uso, dosificacion v
recomendaciones: Alimente a
libre acceso a las roedores,
excepto cuando tenga un
programa de control de peso.
Almacene el producto sobre
tarimas, protegiéndolo de los
rayos del sol, de la humedad y
del atague de plagas. Ofrezca
agua limpia a libre acceso.

ABENE

SCIEMTMEX 5A DE OV .
TELD1 BE1223940232
WAWL SCIENTIMEX. COMm
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21.4 Dosificacion de solucion glucosada al 30% para las curvas de glucosa.

ID Pesog Gluc/ml/C1 |Pesog Gluc/ml/C2
Ci,1 262 1.74 243 1.6
C1,2 292 1.94

c2,1 287 1.91 300 2
c2,2 245 1.63 258 1.72
3,1 296 1.97 296 1.63
c3,2 343 2.29 447 2.98
c3.3 275 1.83 294 1.95
c4,1 265 1.69

C4,2 265 1.76 277 1.86
c4,3 324 2.16 358 2.36
C5,1 354 2.36 408 2.72
C5,2 334 2.22 360 2.36
C6,1 343 2.28 386 2.57
C6,2 349 2.32

C7,1 249 1.66 239 1.59
c7,2 270 18 264 1.76
c7,3 374 2.31 260 1.73
C8,1 286 15 264 1.76
C8,2 312 2.08 325 2.16
Cc8,3 309 2.06 320 2.13
c9,1 306 2.04 329 2.19
Cs,2 302 2.01

C10,1 339 2.26 368 2.45
Cc10,2 329 2.18 355 2.36
Cii,1 403 2.7 423 2.82
C11,2 365 2.43 406 2.7
Cii3 348 2.33

Ci2,1 338 2.25 394 2.62
C12,2 301 2 330 2.2
ci2.3 300 2 322 2.14
Ci3,1 303 2.02 313 2.08
C13,2 294 1.96 364 2.42
Ccig,1 291 1.94 308 2.05
Ci4,2 302 2.01 362 2.41
Cci4.3 271 1.8 305 2.03
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21.5 Dosificacion de estreptozotocina para las ratas diabéticas.

vol total+ residuo

Identificacion |Peso Kg DOSIS STZ catéter,/ml

C1,1 0.262 0.2358 0.2658
C1,2 0.292 0.2628 0.2928
2,1 0.287 0.2583 0.2883
c2,2 0.245 0.2205 0.2505
3,1 0.296 0.2664 0.2964
C3,2 0.343 0.3087 0.3387
3,3 0.275 0.2475 0.2775
C4,1 0.265 0.2385 0.2685
c4,2 0.265 0.2385 0.2685
C4,3 0.324 0.2916 0.3216
C5,1 0.354 0.3186 0.2486
5,2 0.334 0.3006 0.3306
Co,1 0.343 03087 0.3387
Ce,2 0.349 0.3141 0.3441
7,1 0.249 0.2241 0.2541
c7,2 0.270 0.243 0.273
c7,3 0374 0.3366 0.36606
C8,1 0.286 0.2574 0.2874
8,2 0312 0.2808 0.3108
C8,3 0.309 0.2781 0.3081
9,1 0.306 0.2754 0.3054
9,2 0.302 0.2718 0.3018
12,1 0.338 0.3042 0.3342
C12.2 0.301 0.2709 0.3009
C12,3 0.300 0.27 0.3
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