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RESUMEN

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas asociadas con
dafio a multiples 6rganos incluyendo la falla renal (O'Bryan et al 1997). En la DM
se ha descrito hipertrofia tubular proximal (Thomson et al., 2001 and 2004). La
patogénesis de la nefropatia diabética aun es poco entendida y aunque no hay
una causa que desarrolle la hiperfiltracion glomerular, la mayor parte resulta del
incremento en la reabsorcion tubular proximal (Vallon V et al., 2002).

En condiciones normales, la expresion de la COX-2 aumenta en la macula densa
con la restriccion de cloruro de sodio; este aumento es importante para la
regulaciéon del tono arteriolar aferente a través de un mecanismo conocido como
retroalimentacion tubuloglomerular (Harris et al., 2000 and 2001).

En este trabajo, proponemos que la DM induce cambios en el tubulo proximal que
produce un incremento de la expresion de la COX-2 en la corteza renal y que el
NaCl regula este fenémeno.

Usamos ratas Wistar macho con peso de 250+20 g divididas en 2 grupos (n=6):
ratas control y ratas diabéticas. La DM fue inducida usando estreptozotocina (65
mg/kg).Siete subgrupos experimentales fueron tratados con dieta alta en sodio
(0.8%), dieta baja sodio (0.02%) y acetazolamida (5 mg/kg) durante 7 dias.
Monitoreamos niveles de glucosa en sangre, ingesta de agua, ingesta de alimento,
volumen urinario, peso renal, area renal, proteinuria, excrecion de Na®, creatinina
plasmatica y urinaria. La corteza renal fue usada para medir la expresion de la
COX-2 por inmunoblot. La B-actina fue usada como control interno. Los resultados
fueron analizados por ANOVA, y después por la prueba de Tuckey, Los resultados
fueron considerados significativos cuando p<0.05

En las ratas diabéticas alimentadas con bajo sodio hubo una mayor expresioén de
la COX-2 comparadas con las ratas diabéticas tratadas con dieta normal.

En las ratas diabéticas alimentadas con dieta alta en sodio y al de acetazolamida,
la expresion fue menor que las alimentadas con dieta normal y dieta baja en sodio.

Este estudio da evidencia de que en la DM, el riidn se hipertrofia y la
concentracion de NaCl regula la expresion de la COX-2 en ratas diabéticas.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic diseases associated with long-
term damage and multiple organ dysfunction including renal failure (O Bryan et al
1997). In early Diabetes mellitus it has been described proximal tubule hypertrophy
(Thomson et al.,, 2001 and 2004). The pathogenesis of diabetic nephropathy is
poorly understood and although no single cause has emerged for glomerular
hyperfiltration, a major portion of it results from a primary increase in proximal
tubular reabsorption (Vallon V et al., 2002).

In normal conditions, COX-2 expression increases in macula densa with salt
restriction; this enhanced expression is important for regulation of afferent arteriolar
tone through tubuloglomerular feedback mechanisms (Harris et al., 2000 and
2001).

The proximal tubule hypertrophy in early DM causes a primary increase in proximal
tubular reabsorption (Blantz et al., 2003). The enhanced reabsoption reduce the
NaCl which is the signal at the macula densa (Polloc et al 1991) to activate
tubuloglomerular feedback to increase GFR (Vallon et al., 2003). Who to regulate
this phenomenon is COX-2, its expression increase significantly with salt depletion
(Harris et al., 2000)

In this work, we propose that DM induced changes in proximal tubule produce an
increase of COX-2 expression in the renal cortex and NaCl regulates this
phenomenom.

We used male Wistar rats weighing 250+20 g set in 2 groups (N=6): control and
diabetic rats. DM was induced using Streptozotocin (65 mg/kg). We work with 7
experimental groups that were treated with high salt diet (0.8%), low salt diet
(0.02%) and acetazolamide (5 mg/kg) during 7 days. We monitored glucose
levels, food intake, water intake, urinary volume, renal weight, proximal tubule cell
area, proteinuria, Na* excretion, plasma and urinary creatinine. Kidney cortex was
used to measure COX-2 expression by immunoblot. B-actin was used as
housekeeping protein. Results were analyzed with  ANOVA followed by Tuckey’s
test, results were considered significative when p<0.05

We observed an increase of COX-2 in cortex from diabetic rats.

In diabetic rats fed with low salt diet there was a higher expression of COX-2
compared diabetic rats with normal diet.

In diabetic rats fed with high salt diet and treated with acetazolamide the
expression was lesser than rats fed with low salt and normal diet.

This study provides evidence that in early diabetes, kidney undergoes hypertrophy
and NaCl concentration plays a role regulating COX-2 expression in diabetic rats.

Xi
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.  INTRODUCCION

1. DIABETES MELLITUS

1.1 Definicién.

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas
por hiperglucemia, como consecuencia de defectos en la secrecién de insulina, en la
accion de ella o de ambas cosas. El término diabetes (dia: a través; betes: pasar) es
atribuido al griego Areteo de Capadocia (s. Il d.C.), quien posiblemente fue el primero en
diferenciar a la diabetes de orina dulce (mellitus, vocablo latino usado después) y la que

carecia de tal sabor (insipidus) (Gale, 2001)

1.2 Descripcion.

La base de las anormalidades en el metabolismo de los carbohidratos, acidos grasos y
proteinas en la DM es por la accidén deficiente de la insulina en los tejidos, esta resulta
de la inadecuada secrecion de insulina y/o la disminucion en la respuesta del tejido a la
insulina en uno o mas puntos de la compleja via de sefializacion de la accion de la
hormona; la mayoria de las veces pueden coexistir la inadecuada secrecion y accion sin
ser claro cual anormalidad es la primera causa de hiperglucemia.

La mayoria de casos de la diabetes mellitus cae dentro de dos categorias la DM tipo uno
(DM1) y la DM tipo dos (DM2). La causa de la DM1 es la deficiencia absoluta de
secrecion de insulina; por otro lado la DM2 que es la categoria prevalente, manifestada
por la resistencia a la accién de la insulina y a una inadecuada respuesta secretoria
compensadora de insulina; caracterizada esta porque la hiperglucemia causa cambios
patoldgicos y funcionales en varios tejidos, pero estos pueden estar presentes sin
sintomas clinicos hasta por un largo periodo de tiempo antes de ser detectada. (Expert

Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2005).
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1.3 Epidemiologia.

La diabetes representa uno de los principales problemas de salud publica en México.
Nuestro pais se ubica entre los que presentan mayor numero de casos registrados en el
ambito mundial. EI 10% por ciento de la poblacion mexicana padece DM, cifra que para
el 2025 se elevara al veinte por ciento, esta perspectiva futura sefala que se mantendra
el incremento en la cantidad de diabéticos pues se advierte un cambio en la piramide
poblacional que agrega condiciones de riesgo para la poblacion adulta. La forma de
mayor frecuencia es la DM2 que corresponde al 80% del total en tanto que la DM1
alcanza cerca del 10% y el otro 10% los otros tipos de diabetes. En cuanto a la
distribucion del padecimiento por grupo de edad, se encuentra que la mayor prevalencia
se presenta en los pacientes de 60 a 90 anos. Las complicaciones renales son la primera
causa de muerte por la DM, seguida por los trastornos de la circulacion periférica, las

complicaciones neuroldgicas vy, finalmente, las oftalmicas. (NOM-015-55A2-2001).

1.4 Clasificacion.

El sistema de clasificacion de la DM evidencia que es un grupo de desdérdenes clinicos
y etiolégicos heterogéneos, que tienen como caracteristica comun la hiperglucemia.
La primera clasificacion que hubo fue en 1979, donde la clasificaban en cinco distintos
tipos (diabetes mellitus insulinodependiente (DMID), diabetes mellitus no
insulinodependiente (DMNID), diabetes gestacional (DMG), diabetes relacionada a la
malnutricion y otros tipos de diabetes) esta clasificacion se basd en el conocimiento que
se tenia hasta ese momento y en la combinacion de las manifestaciones clinicas o
tratamiento requerido (ejemplo: insulinodependiente, no insulinodependiente; o de
patogénesis: relacionada a la malnutricion, otros tipos y gestacional). (National Diabetes
Data Group, 1979).
Con el avance en conocimiento de la diabetes, la clasificacion se ha tenido que ir

revisando y cambiando. Actualmente la clasificacién de la DM es la siguiente:
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Tabla 1- Clasificacién Etiologica de la DM

. Diabetes tipo 1 (Destruccion celular que se caracteriza por deficiencia absoluta

de insulina)
A. Mediada inmunemente
B. Idiopatica

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

Otros tipos especificos

. Defectos genéticos de la funcién celular
. Cromosoma 12, HNF-1_(MODY3)
. Cromosoma 7, glucocinasa (MODY2)
. Cromosoma 20, HNF-4_(MODY1)
. DNA mitocondrial

. Otras

. Defectos genéticos en la accion de la insu
. Resistencia a la insulina tipo A

. Leprechaunismo

. Sindrome de Rabson-Mendenball
. Diabetes lipoatréfica

. Otras

. Enfermedades exocrinas del pancreas
. Pancreatitis

. Pancreatectomia

. Neoplasias

. Fibrosis quistica

. Hemocromatosis

. Pancreatopatia fibrocalculosa

. Otras

. Endocrinopatias

. Acromegalia

. Sindrome de Cushing

. Glucagonoma

. Feocromocitoma

. Hipertiroidismo

. Somatostatinoma

. Aldosteronoma

Otros

. Inducida por quimicos o drogas
Vacor

. Pentamidina

. Acido nicotinico

. Glucocorticoides

. Hormona tiroidea

. Diazoxido

. Agonistas p-adrenérgicos

. Tiazidas

. Dilantin

10. Interferén-a

11. Otros

F. Infecciones

1. Rubéola congénita

2. Citomegalovirus

3. Otras

OCONOARWN_AMONOUAWN_2ONOARWON_SQUORON_CTAOMWN =T

G. Formas no comunes de DM mediadas

OCONOOUOPBRWN_2TWN -

inmunologicamente

. Sindrome de Stiff-man

. Anticuerpos receptores anti-insulina
. Otras.

. Otros sindromes genéticos asociados con DM
. Sindrome de Down

. Sindrome de Klinefelter

. Sindrome de Turner.

. Sindrome de Wolfram

. Ataxia de Frederich

. Corea de Huntington

. Sindrome de Laurence-Moon-Bield
. Distrofia mioténica

. Porfiria

10. Sindrome de Prader-Willi
11. Otros
V. DM Gestacional
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Los diferentes tipos de DM se agrupan con un criterio patogénico (etiolégico)
(tabla 1). Esta clasificacion vigente, cambia con respecto a la anterior en lo
siguiente: el término insulinodependiente y no insulinodependiente, asi como sus
siglas son eliminados y son sustituidos por numeros arabigos 1y 2 para cada tipo
respectivamente; la tipo 1 engloba a la mayoria de casos que son debidos a
destruccion celular de los islotes pancreaticos, que incluyen aquellos casos con
procesos autoinmunes y aquellos en los cuales la etiologia es desconocida. La
clase o forma 2 incluye las formas mas prevalentes de DM, las cuales resultan de
una resistencia a la insulina con defectos en la secreciéon de insulina; La
malnutricion (deficiencia proteinica) puede influenciar a la expresion de otros tipos
de DM aunque la evidencia de ello aun no es convincente y por tal motivo la clase
relacionada a la malnutricion ha sido eliminada (Hoett JJ, Tripathy BB, Rao RH,
Yajnik CS, 1996); se considera ademas un grupo denominado tipos especificos
que agrupa un numero considerable de enfermedades de causa conocida que
pueden producir DM; y la DM gestacional se conserva (Diagnosis and
Classification of Diabetes Mellitus, 2006)

1.4.1 Diabetes Mellitus 1

Diabetes mellitus mediada inmunemente. Es la diabetes mellitus caracterizada
por la destruccidon de las células B del pancreas. Hay marcadores de esta
destrucciéon inmunitaria como lo son autoanticuerpos a los islotes, autoanticuerpos
a insulina (IAA’s), anticuerpos a acido glutdmico descarboxilasa (GAD65) y
autoanticuerpos a tirosin fosfatasa (1A-2); presentes en el 85-90% de individuos
al detectarse inicialmente la hiperglucémia (Atkinson y Maclaren, 1994). Esta
forma, esta asociada al HLA DQA y DQB; el grado de destrucciéon es variable,
siendo mas rapida en algunos individuos (principalmente en los nifios) y mas lenta
en otros (adultos) (Cantor et al., 1995).
Diabetes idiopatica. Se caracteriza por insulopenia, no hay evidencia de

autoinmunidad, no se relaciona con el HLA, en esta categoria caen la minoria
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de casos de este tipo de DM (Gale, 2001).

1.4.2 Diabetes mellitus 2

Es el tipo de DM, que se caracteriza por resistencia a la insulina o deficiencia
relativa de insulina. Las etiologias especificas de esta forma de DM son
desconocidas, no hay destruccion autoinmune y la mayoria de los casos cursa con
obesidad que causa algun tipo de resistencia a la insulina: esta forma de DM
frecuentemente no es diagnosticada hasta que la hiperglucemia desarrolla los

sintomas clasicos (Hayden et al., 2005)

1.4.3 Otros tipos especificos.

El tercer grupo incluye los defectos genéticos en la funcion de la célula beta con
falla secretoria que causan los distintos tipos de MODY (Maturity Onset Diabetes
of the Young (diabetes en el joven)). Estos tienen baja frecuencia, herencia
dominante e inicio clinico antes de los 25 afios. También se incluyen los defectos
genéticos en la accion de la insulina, por mutaciones en el receptor de la insulina,
que producen cuadros de insulinoresistencia severa.

Dentro de este grupo destacan las endocrinopatias que causan diabetes y que
deben ser evaluadas frente a la sospecha clinica que nos orienten a la existencia
de una acromegalia, un sindrome de Cushing o un feocromocitoma.

De mayor frecuencia son las diabetes causadas por enfermedad del pancreas
exocrino como la pancreatitis cronica, fibrosis quistica, hemocromatosis,
pancreatopatia fibrocalculosa y neoplasia del pancreas, También corresponden a
este grupo los casos inducidos por accion de farmacos y otras formas menos
frecuentes como infecciones, alteraciones inmunolégicas y sindromes genéticos

asociados a diabetes. (Gale, 2001)

1.4.4 Diabetes gestacional
La Diabetes Gestacional constituye el cuarto grupo de la clasificacion. Mantiene

la definicion de cualquier grado de intolerancia a la glucosa, de severidad variable,
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qgue se inicia 0 se reconoce por primera vez durante el embarazo. (Engelgau et
al., 1995).

1.5 Modelo experimental de Diabetes inducida por estreptozotocina

Al ser la DM una patologia de importancia desde el punto de vista clinico y de
investigacion basica, se han desarrollado diversos modelos experimentales para
poder estudiar los eventos involucrados en esta. La diabetes experimental puede
ser producida por hormonas (glucagon, somatotropina, glucocorticoides,
adrenalina, hormonas esteroideas), ciproheptadina, L-asparaginasa, quinolonas y
compuestos relacionados. La diabetes permanente estreptozotocina (STZ) es
inducida al producir dano irreversible a las células B-pancreaticas, la accion
citotoxica de esta es mediada por especies de oxigenos reactivas. (Szkudelki T,
2001)
La estreptozotocina (2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosourea) 1-d-glucopiraranosa) (a-3)

es un antibidtico aislado de Estreptomyces acromodgenes, su determinacion

estructural fue reportada en 1979; existen 50 mezclas de a y B anémeros, a una
tercera parte de estos en su estructura basica se les hicieron modificaciones que
incluyen acetilaciones, alquilaciones, que reducen sustancialmente las
propiedades antibacteriales, dando una mayor actividad antitumoral.

Mecanismo de accion: la estreptozotocina entra a la célula B por el transportador
GLUT 2 y causa alquilacién del DNA, y ATP. Se observo en experimentos que
también el Oxido Nitrico (ON) contribuye a la destruccion de la célula B del
pancreas (Turk e tal., 1993), asi como especies de oxigenos reactivos que
contribuyen a la fragmentacion del DNA y evocan a otros cambios deletéreos en
las células. La formacién de aniones superoxido resultan de la accion de la STZ
sobre la mitocondria y el aumento de la actividad de la xantina oxidasa, se ha
demostrado que la STZ inhibe el ciclo de Krebs y disminuye el consumo de
oxigeno de la mitocondria (Nukatsuka et al. 1990), provocando disminucién del
ATP. El dafio al DNA por la STZ induce la activacién de poliribolisacién del ADP
que lleva a la deplecion de NAD" y ATP.
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Farmacocinética: La STZ es administrada parenteralmente, la dosis de STZ para
los modelos experimentales de diabetes varia entre los 40 y los 65 mg/kg (Ganda
et al.,1976), su vida media a pH 4.5 es de 10 a 15 min. después de la
administracion IV y la excrecion es renal.

La toxicidad que puede provocar es hepatica y renal.

1.6 Complicaciones cronicas de Diabetes Mellitus.

La hiperglucemia cronica de la DM es asociada con disfuncion y falla de varios
organos. Genera dafo circulatorio sistémico desde el momento que se inicia a
nivel micro y macrovascular especialmente en el rifidn, retina, sistema nervioso y
arterias este dafno gradual es lo que a la larga causa la mortalidad por DM.
Actualmente se acepta que las complicaciones pueden tener una base metabdlica
comun, pero es posible que algunos factores genéticos desempefien un papel
importante. Las alteraciones metabdlicas y funcionales interactuan en forma
sinérgica en el desarrollo de la micro y macroangiopatia.

Complicaciones macrovasculares:

e Aterosclerosis Coronaria acelerada

e Aterosclerosis cerebrovascular acelerada

e Enfermedad vascular de extremidades inferiores acelerada
Complicaciones microvasculares:

e Nefropatia

¢ Retinopatia

¢ Neuropatia

La Nefropatia Diabética (ND) es la principal complicacién de la DM tanto 1 como 2.

2. NEFROPATIA DIABETICA.
De los casos nuevos de Insuficiencia renal terminal, aproximadamente el 33% de
éstos corresponde a Nefropatia Diabética (ND), lo que convierte a este

padecimiento en la causa mas comun de enfermedad renal terminal en el mundo
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occidental. En los pacientes diabéticos la nefropatia diabética clinica se presenta
en el 30 a 40 % de los casos y constituye una de las principales causas de muerte
(Alexandria, 2004). El sindrome clinico de la nefropatia diabética consiste en
proteinuria, hipertensién y disminucién progresiva de la tasa de filtracion

glomerular (Bojestig, 1994).

2.1 Fisiologia de la Filtracion glomerular
¢ Qué es lo que determina la Tasa de Filtracion Glomerular?:

La barrera glomerular de filtracion esta compuesta por 1) células endoteliales, 2)
membrana basal glomerular y 3) los podocitos endoteliales, que permiten el paso
de diferentes solutos de acuerdo a su tamafo (bajo peso molecular < 5500 Da) y a
su carga negativa. La TFG depende la presion hidrostatica y oncotica (presion
neta de filtracion (NPF)) de los capilares renales. La microvasculatura renal tiene
un sitio de control de resistencia en las arteriolas aferentes y eferentes, que
permiten constriccion o relajacion como control de la presion hidrostatica y su vez
de la TFG (Brenner et al., 2003)

Una caracteristica importante de la circulacién renal es la habilidad que tiene para
mantener el flujo renal y la TFG dentro limites normales, a esta habilidad se le
conoce como autorregulacion, que es una propiedad vascular para preservar la
perfusion del riion.

Hay dos mecanismos importantes para esta autorregulacion:

1) Respuesta miogena. Las arteriolas tienen una habilidad inherente para
responder a cambios en la tensidon de la pared vascular por contraccion o
relajacion, lo que activa canales no selectivos a cationes, que despolarizan la
membrana, permitiendo la entrada de Ca*" para estimular la contraccion.

2) Retroalimentacion tubuloglomerular (RTG): Las células de la macula densa
(MD) localizadas en la rama ascendente del asa de Henle, detecta los cambios en
la TFG y la concentraciéon de solutos, echando andar una retroalimentacion
negativa, para compensar a través de las arteriolas aferente y eferente
(vasodilatando o vasoconstrifiendo) y asi regular la TFG, manteniendo la

estabilidad, contra varias perturbaciones.
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El mecanismo se da por un incremento en la presién arterial que a su vez aumenta
la presion glomérulo-capilar y del fluido plasmatico y como consecuencia
aumenta TFG; este cambio incrementa el Na* y CI" que se filtra al tubulo proximal,
asa de henle vy tubulo distal. La MD no detecta el flujo, sino la concentracion de
Na® y CI" que aumentan con el incremento del flujo. En la membrana apical de la
MD se encuentra el cotransportador Na’/K*/2CI" que permite el paso de estos
iones al espacio intracelular, este incremento de ClI" despolariza la membrana,
activando canales a Ca'", permitiendo la entrada de este i6n a la MD, liberando
de esta forma agentes paracrinos como la adenosina, tromboxano etc. Que
pueden contraer el musculo liso vascular. Los receptores A4 para adenosina en el
musculo liso son importantes en esta respuesta, el efecto que se provoca es
incremento en la resistencia arteriolar aferente y a su vez disminucién de la TFG.
(Schnerman et al., 1998)

Tubulo distal
Cels. granulares |

Macula densa
e

[
,

Arteriola
aferente

Arteriola
eferente

FPodocitos
Espacio de —
Bowrnan

Cels. mesangiales

Capilares
glormerulares
Tuabulo proximal ——

Figura 1.1. Esquema del aparato juxtaglomerular. (Boron et al., 2005)
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Existen diversos mediadores que aumentan o disminuyen la sensibilidad de la

Retroalimentacién tubuloglomerular, entre los que se encuentran:

e Factores que incrementan Ila sensibilidad de Ila Retroalimentacion
tubuloglomerular:

Adenosina

PGE;

Tromboxano

HETE

Angiotensina

e Factores que disminuyen la sensibiidad de la Retroalimentacion
tubuloglomerular:

Péptido auricular natriurético.

Oxido Nitrico.

AMP..

PGls.

Dieta alta en proteinas.

Hay factores que modulan el flujo sanguineo renal (FSR) y la TFG manteniendo

volumen circulante efectivo.

Sustancias que modulan la hemodinamia renal o la reabsorcién renal de Na’;

estas son:

El sistema renina-angiotensina-aldosterona: La angiotensina Il (ANG Il), tiene

multiples acciones, una de ellas es promover la retencion de sodio. Que actua en

caso de disminucion de la presidn sanguinea, estimulando la liberacion de renina

a través de estimulacion simpatica. La disminucién de NaCl en la macula densa,

modula directamente la liberacion de renina

Inervacion simpatica: el control del circulante, es regulado por influencia del

sistema simpatico al 1) aumentar la resistencia vascular (dolor, estrés, trauma

etc.), 2) aumentar la liberacion de renina y al 3) aumentar la reabsorcion tubular de

Na®. Las terminales nerviosas simpaticas liberan norepinefrina en el espacio

10
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intersticial, estimulan la resistencia arteriolar aferente y eferente disminuyendo el
flujo sanguineo renal y la TFG.

Vasopresina (hormona antidiurética): actua al aumentar la osmolaridad del liquido
extracelular, su principal efecto es incremental la reabsorcién de agua en el tubulo
colector, y aumenta la resistencia vascular.

Péptido auricular natriurético: los miocitos de la auricula liberan este péptido
(PAN), es respuesta a un incremento de la presion auricular; su efecto es
hemodinamica, vasodilata las ateriolas aferentes y eferentes, incrementado el flujo
sanguinea medular y cortical; indirectamente afecta la hemodinamia renal por
inhibicion de la secrecién de renina. (Brenner et al., 2003; Boron et al., 2005)
Transporte del NaCl en el rindn. Una funcion principal del rifdn es mantener el la
homeostasis del Na™; el Na* es el i6n que contribuye en mayor proporcion en la
osmolaridad del liquido extracelular. El tubulo proximal reabsorbe la mayor
cantidad de Na® filtrado (67%) (fig. 1.2) y a lo largo de la nefrona se va
reabsorbiendo el restante Na®. El tubulo reabsorbe Na* y CI” por via paracelular a
través de fuerzas electroquimicas; y transcelular a través de gradiente
electroquimico, canales idnicos y transportadores que se encuentran el membrana
apical y basolateral; el transporte es pasivo porque la concentracion intracelular
es menor, y el gradiente electroquimico es favorable para la entrada de Na".
Existen una gran variedad de cotransportadores electrogénicos en la membrana
apical que reabsorben Na®, ademas de intercambiadores de Na® y H* donde el
Na® se reabsorbe y salen H'; hay ademas cotransportadores Na*-glucosa (SGLT-1
y SGLT-2) (Brenner et al., 2003; Alpen et al., 1985). En el asa de Henle, el
transporte es completamente pasivo. En la porcidn ascendente del asa de Henle,
la principal via es transcelular y parecelular. La via transcelular tiene dos
mecanismos principales, uno es el cotransportador Na*/K*/2CI" donde actian los
diuréticos de asa y el segundo son intercambiadores Na*-H". En el tubulo distal es
principalmente por via transcelular a través de un cotransportador Na*/Cl” este es
independiente de K y es donde actuan los diuréticos tiazidicos. En el tubulo
colector, la reabsorcién es transcelular a través de las células principales (boron
et al., 2005)

11
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Figura 1.2. Reabsorcion del NaCl a través de la nefrona. (TCP (tubulo contorneado proximal), TCD
(tubulo contorneado distal) y TC (tubulo colector). (Boron et al., 2005).

2.2 Fisiopatologia de las complicaciones créonicas de la DM.

Los mecanismos exactos por los cuales se desarrolla la ND no han sido
completamente descritos, pero se sabe que tienen una influencia genética
importante sobre la cual se yuxtaponen trastornos metabdlicos y hemodinamicos
(Bodansky et al.,2000)(Donnelly et al., 2000).

La evolucion de estas numerosas complicaciones cronicas de la diabetes mellitus
se correlaciona en la mayoria de los casos, con la severidad y duracidon de la

hiperglucemia.

2.2.1 Cambios estructurales.

El tamafio de los rifiones en la nefropatia diabética es variable. Al comienzo
existe un aumento de la masa renal, del tamafo glomerular y tubular, y de la
superficie capilar de filtracion. Posteriormente, reducen su tamafio al alcanzar la
etapa de rifion terminal (Mauer, 1984) (Caramori, 2002)

Las anormalidades estructurales microscopicas se dividen en 2 grupos:

e Lesiones glomerulares: (Glomeruloesclerosis difusa y nodular).

12
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Las primeras anormalidades demostrables con el microscopio electronico son
engrosamiento difuso de la membrana basal capilar del glomérulo, aumento de la
matriz y proliferacion de las células mesangiales. Al avanzar la evolucion,
aparecen ramificaciones del material de la membrana basal glomerular entre las
células endoteliales. Con el microscopio 6ptico se observan lesiones difusas en
esta etapa. Esta forma difusa se presenta como acumulacion de una sustancia
amorfa en la pared del capilar glomerular y en el mesangio.

Posteriormente estas lesiones evolucionan agrupandose y constituyendo la forma
nodular, esta lesion es considerada patognomaonica.

e Lesiones tubulares.

El depdsito de glucdgeno en las células tubulares, especialmente en el asa de
Henle, constituye la nefrosis glucogénica.

La etapa temprana de dano renal, se caracteriza por hiperfuncion e hipertrofia
renal. La hiperfuncibn se demuestra por el aumento del filtrado glomerular,
determinado por una depuracion de creatinina elevada. Los incrementos varian del
20 a 40 %. Al mismo tiempo se observa un aumento en la excrecion de albumina
en forma intermitente, tanto en condiciones basales como después del ejercicio
(Lane, 1993)

El mecanismo por el cual se da la microalbuminuria esta influido por la estructura,
tamafo y carga de las macromoléculas, filtrando con mayor dificultad aquellas
cargadas negativamente. La permeabilidad y selectividad se modifican por una
disminucion de las cargas negativas de la pared capilar glomerular con una
reduccion del acido sidlico y del heparan sulfato que son dos de los principales
componentes de la barrera (Vernier, 1992).

Los factores hemodinamicos también alteran el pasaje de macromoléculas hacia
el mesangio, produciendo en el modificaciones que llevan a su expansién, hecho

que se correlaciona en forma directa con la mala evolucion de la nefropatia.

13
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2.2.2 Factores metabolicos.

Hay varios factores metabdlicos dentro de los que se encuentran: la hipotesis
de la aldosa reductasa (Boel, 1995), la del estrés oxidativo (Soulis-Liparota, 1995),
la hipbtesis de la glucosilacién o de Maillard (Brownlee M., 1990), los trastornos de
actividad proteina kinasa C y la pseudo-hipoxia (Baynes, 1999), los trastornos del
metabolismo de las lipoproteinas y los trastornos de actividad de las citocinas
(Lopes-Virella, 1996).

2.2.2.1 Via del poliol.

La hiperglucemia mantenida, en algunos tejidos puede activar vias metabdlicas
alternativas cuyos metabolitos pueden afectar la funcion celular. Uno de estos
mecanismos de consumo de glucosa es la via de la aldosa reductasa (en estadios
de hiperglucemia, se activa la via) produciendo sorbitol y fructosa, que quedan
atrapados en el interior de la célula porque la membrana es impermeable a estos
polioles, de esta forma aumentan la osmolaridad (Lee, 1999) (Iso, 2001); por otro
lado la aldosa reductasa reduce los niveles de NADPH celular lo que altera la
produccidn de oxido nitrico endotelial y el balance redox. Participa en tejidos

como membrana basal glomerular (Boel, 1995) (Hamada, 1995).

2.2.2.2 Proteina Kinasa C.

La hiperglucemia mantenida produce activacion de la Proteina Kinasa C via
diacilglicerol (Ceolotto, 1999), con efectos a nivel de dafio de la microcirculacién y
nervios; la hiperactividad de la PKC modula la expresion genética en células
mesangiales, incluyendo la sintesis proteinica de la matriz extracelular
especialmente de tipo IV de colageno y fibronectina, las cuales son mediadas por
el factor de crecimiento transformante § (TFG-B) (Kuboki, 2000). La activacion de
PKC esta relacionada con la via de los mitdgenos activadores de protein cinasa
(MAPK), la cual es importante en la sefalizacion intracelular para la proliferacion e
hipertrofia. La activacion de PKC aumenta la producciéon de prostanoides
vasodilatadores que llevan a hiperfiltracion e incremento de la permeabilidad a la
albumina (Haneda, 1997).

14
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2.2.2.3 Glucosilacién no enzimética de proteinas.

Es la capacidad de la glucosa de unirse a proteinas sin necesidad de
participacion de enzimas, fue descubierta por el quimico francés L. Maillard en
1912, consideradas estas reacciones como de "glucosilacion precoz". Como
consecuencia se producen moléculas estables (conocidas como productos de
glucosilacion avanzada (PGA)) que afectan las proteinas circulantes, la membrana
celular (membrana basa glomerular) y las proteinas intracelulares. La acumulacién
de los productos de glucosilacion avanzada se hace de preferencia en proteinas
de larga vida (Matriz mesangial, membrana basal, colageno, fibrinégeno)
(Wellsknecht, 1995) (Sheetz, 2002).

Protein cinasa C

Figura 1.3. Factores metabdlicos implicados en la fisiopatologia de las complicaciones crénicas de
la DM. Tres vias principales implicadas en la microangiopatia.

2.2.3 Factores hemodinamicos.

Las alteraciones hemodinamicas en el flujo y presiébn sanguineas, son
provocados cambios estructurales, los cuales resultaran en el desarrollo de
complicaciones microvasculares. (Veldman, 2002).

La Hiperfiltracion Glomerular, es el factor patogénico inicial de la nefropatia, es
un hecho temprano, dependiente de la hiperglucemia y mediado por cambios

hemodinamicos intraglomerulares. Esta hipotesis es apoyada por la reduccion de
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la hiperfiltracion y de la albuminuria en un control metabdlico estricto, la restriccion
de proteinas en la dieta, o ambas. Brenner y cols. demostraron un aumento de la
presion intraglomerular como primera anormalidad hemodinamica, que se produce
por la reduccion de la resistencia arteriolar aferente y eferente con predominio de
la primera. (O’bryan et al.,1997). La vasodilatacion producida aumenta el flujo
plasmatico renal y la presion intraglomerular, expresandose este cambio en el
aumento del filtrado glomerular.

Estos cambios hemodinamicos pueden liberar hormonas vasoactivas como la
angiotensina Il, la endotelina, el oxido nitrico, las prostaglandinas, las cininas, y
péptido auricular natriurético, que contribuyen a la manifestacion de ésta
patologia. Ademas de la hiperglucémia pueden estar envueltos en los cambios
hemodinamicos, el glucagon, los factores de crecimiento y la reduccién de la
actividad simpatica, que causan dafo en la pared vascular, produciendo un
aumento en la permeabilidad, fibrosis de la intima y proliferacion del musculo liso.
(Zatz, 1986) (Tooke, 1995)

En el rindn normal, existe una correlacion entre el sistema Renina Angiotensina
(vasoconstrictor) y el Sistema de Prostaglandinas (vasodilatadores) y ambos
influyen sobre las células mesangiales, la membrana glomerular y hemodinamia
renal. Las multiples alteraciones de estos sistemas en la diabetes permiten
especular que el desequilibrio entre ambos sistemas, vasoconstrictor y
vasodilatador, a favor de éste ultimo, produce un aumento de flujo y de presion
intraglomerular en estado temprano de la nefropatia. EI Sistema Renina
Angiotensina no sélo actua sobre la vasculatura glomerular sino que también tiene
efecto sobre el pasaje de macromoléculas hacia el mesangio y sobre el coeficiente
de ultrafiltracion de la membrana a través de la constriccion de las células
mesangiales. Estudios con inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA), y con antagonistas de los receptores AT,4, demuestran que estos
disminuyen la progresion de micro o macroalbuminuria. La angiotensina Il induce
el crecimiento de la célula del musculo liso, hipertrofia y proliferacion de las células
glomerulares, ademas que activa a la PKC por estimulacion del receptor AT, en

las células glomerulares (Lewis, 1993).
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2.2.4 Hipertrofia renal.

Thomson y colaboradores en el afio 2001 proponen otra hipétesis de la ND en
estadios tempranos de la DM. Como ya se describidé anteriormente, el rifion se
hipertrofia (crece) y la tasa de TFG se incrementa hay cambios estructurales en el
glomérulo que provocan hiperfiltracion y a su vez conlleva a ND
progresiva(Hostetter et al., 1995). De esta forma se explicaba la ND por
anormalidades hemodinamicas y metabdlicas (O’Bryan, 1997). Lo que demuestra
este grupo de investigadores es su hipdtesis, que la hiperfiltracion glomerular
resulta principalmente de un incremento primario en la reabsorcion tubuloproximal
la cual causa que se incremente TFG a través de acciones fisioldgicas reguladas
por la retroalimentacion tubuloglomerular; y que este incremento en la reabsorcion

resulta en gran parte por la hipertrofia del tubulo proximal "Hipétesis tubular de la

hiperfiltracién glomerular".

Esta hipdtesis invierte el orden de eventos como tipicamente se describe la ND, en
la cual una reduccién primaria en resistencia vascular causa aumento el la TFG y
por lo tanto el tubulo se hipertrofia (crece) como respuesta compensatoria a la
carga filtrada (Thomson 2001).

Se ha implicado a la via de las poliaminas en la hipertrofia renal al comienzo de la
diabetes. Estas son pequefias moléculas biogénicas esenciales para el inicio,
progresion y proliferaciéon del ciclo celular que contribuyen a la hipertrofia. La
ornitina descarbocilasa (ODC) renal, es la enzima limitante de la biosintesis de las
poliaminas que convierte a la ornitina en putrescina para producir la hipertrofia,
incrementa a las 24 h de la administracion de estreptozotocina, en los
experimentos de estos investigadores a los tres dias se detecté una proliferacion
de las células del tubulo proximal; se observo niveles de poliaminas y sitios de
proliferacién en riidn durante los primeros siete dias del modelo de diabetes por
estreptozotocina . A través de estudios de micropuncion se demostré que al inhibir
dicha enzima se atenua la hipertrofia renal y la hiperfiltracion glomerular. (Aihua,
2003).
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Figura 1.4. Hipertrofia renal (Thomson et al., 2001)
Por lo tanto se tiene que pensar en factores hemodinamicos, metabdlicos, y en la

hipertofia renal, para entender como la diabetes en estadios tempranos afecta al
rinodn.

La hipertrofia incrementa la reabsorcion de los tubulos proximales, estos
constituyen la mayor parte de la corteza renal que se hipertrofia, reduciendo asi la
concentracion de NaCl luminal que llega a la MD y a través de la RTG incrementa
la TFG aumentando la tasa de filtracidn glomerular por vasodilatacion arteriolar
aferente y vasoconstriccion eferente para restaurar los electrolitos y fluidos en la
nefrona distal, pero al mismo tiempo se desarrolla dafio que provocara la ND
(Vallon et al., 2003).

Hipertrofia tubular

$Cotransportadar Ma+Gluc

F'Tl / \

t TFG [Na-Cl-Kl,p 4

l

Filtrado
RTG distal

Figura 1.5. Hiperfiltracion glomerular en la DM temprana por hipertrofia, que activa la RTG (Vallon,
et al., 2003)
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Por otro lado en ratas normales se ha estudiado el efecto que provoca el alimentar
con dieta baja en NaCl (disminuir su concentracion) sobre la RTG. Esta
disminucion de la concentracion de NaCl en la MD se detecta a través del
cotransportador Na*/K*/2ClI"; el efecto que tiene concentracion de NaCl luminal en
la MD es la regulacion de la resistencia arteriolar glomerular. Como ya se
menciond la RTG tiene una relacion inversa entre la concentracion de NaCl y la
TFG (Cuando disminuye la concentracion del NaCl aumenta la TFG y viceversa)
(Jurgen S 1998)

¢, Cual es el mecanismo por el cual la MD se comunica con las arteriolas para
modificar la TFG y regular la concentraciones de estos iones, asi como el
volumen? Cuando los animales fueron alimentados con restriccion de NaCl se
observd que en la region de la MD se sobre expresa la enzima ciclooxigenasa 2
(COX-2) y que a través de sus metabolitos se comunica con las arteriolas (Harris
et al., 1994)

3.- CICLOOXIGENASAS

3.1 Historia

En los afos 30, se descubrieron unos mensajeros lipidicos derivados del acido
araquidonico que tenian la particularidad de provocar contraccion del musculo liso;
en los afos 50 se pudo purificar dichos mensajeros; en 1973 se estudio la
reaccion para convertir el acido araquidonico en PGG;y no fue hasta 1976 que se
purific6 por primera vez a la enzima encargada de catalizar dicha reaccion,
conocida hasta ese momento como prostaglandin sintetasa, encargada de esa
reaccion de ciclooxigenacion y que también reduce el hidroxiperodil en la
prostaglandina G, (PGG;) a hidroxil para formar prostaglandina H, (PGH2). A esta
enzima también se le conoce como prostaglandin H sintetasa (PGHS) o
prostaglandin endoperoxido sintetasa, actualmente se le conoce como

ciclooxigenasa (COX).
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En 1991 investigadores demostraron que habia dos isoformas de las
ciclooxigensas (COX) una constitutiva (COX-1) y una inducible (COX-2) (Daniel
et al., 2004).

3.2 Estructura

Las ciclooxigenasas son proteinas asociadas a la membrana que contienen un
grupo Hemoprotoporfirina X (DeWitt, 1988). Ambas isoformas, poseen
aproximadamente 60% aminoacidos idénticos (Simmons, 1991). En su estructura
por cristalografia, entre las dos isoformas hay una gran similitud, de hecho tienen
los mismos dominios funcionales (Luong et., al, 1996), sus estructuras nos
predicen que ambas se encuentran localizadas en la luz sobre el nucleo del
reticulo endoplasmico directamente por péptidos amino terminales; estos péptidos
son hidrofébicos y son los que demuestran la diferencia entre las dos isoformas,
para la COX-1 son de 22 a 26 aminoacidos y para la COX-2 son 17 y parece ser
menos hidrofébica, y para ambas la estructura es de cuatro dominios. Los estudios
de Gararavito describieron los distintos dominios para la dimerizacion de las COX,
de union a la membrana y para la catalisis; la COX-1 es rapidamente traslocada
dentro del lumen de los microsomas pero la COX-2 es traslocada ineficientemente
(Garavito and De Wit, 1999). Los dominios de dimerizacion entre las COX 1y 2 es
codificada por aproximadamente 50 aminoacidos cercanos al amino terminal a
través de interacciones hidrofébicas (Daniel et al., 2004). Los dominios cataliticos
se encuentran en el carboxilo teminal (aproximadamente 480 aminoacidos) de la
proteina y contienen dos sitios activos distintos: Sitio activo a peroxidasa y el sitio
activo a ciclooxigenasa. (Malkowski et al., 2000)

La COX-1 tiene 3 sitios de glucosilacion a lo largo de su cadena, y la COX-2 tiene
4 sitios (Nemeth et al., 2001). La glucosilacion de la aspargina 410 en la COX-1,
es esencial para sus actividades por promover propiedades de desdoblamiento de
proteinas. Esto sugiere que la glucosilacion es postranscripcional, sin embargo
una vez que la COX-1 se ha desdoblado, estos residuos glucosilados pueden ser
removidos por endoglucosidasas. La COX-2 es observada frecuentemente en

multiples estados glucosilados, que en el Western blot produce una doble o triple
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banda caracteristica. Estas isoformas un peso molecular de 65,000-70,000
daltones para COX-1 y la COX-2 presenta un peso molecular de 72,000 a 75,000

daltones.

Figura 1.6. Estructuras por cristalografia de COX-1(izquierda) y COX-2 (derecha) de ovino.
Tomadas del banco de proteinas. Los dominios funcionales: 1) dominios unidos a membrana
(amarillo); 2) dominios de dimerizacion (verde); 3) dominios cataliticos (azul) y el grupo hemo (rojo).
3.3 Control de la expresion génica

La COX-2 es indetectable en la mayoria de tejidos, teniendo una distribucion
selectiva. El gene humano para COX-1, se ha mapeado en el cromosoma 9q32-
g33.3, esta constituida por 22 pares de Kilobases (Kb) y contiene 11 exones y 10
intrones y codifica para un RNAm de 2.8 Kb (Yokohama and Tanabe, 1989; Kosaka
et al., 1994). El gene humano para COX-2 mapeado en el cromosoma 1g25.2-
g25.3, constituido por 8.3 pares de kilobases contiene 10 exones y ningun intrén,
codifica para un RNAm de 4 a 4.5 Kb (Kosaka et al., 1994). El gene de la COX-2
contiene en la secuencia 5 una caja TATA conica. Los elementos potenciadores
estan localizados dentro de las 500 pares de bases del segmento UTR como
elementos de respuesta a AMPc localizado a 59-53 pares de bases del sitio de
inicio transcripcion. Un largo numero de transactivadores incluyendo elementos de
respuesta a AMPc unidos a proteina, ATF, C/EBP, C-Jun, C-fos estan localizados

a 60-40 pares de bases.
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Figura 1.7. Dominios funcionales de la COX-1 y COX-2 (Simmons et al., 2004)
La COX-1y 2 participan de forma importante en la coagulacién sanguinea, en la

funcidon renal, mantiene la integridad gastrointestinal y participa en procesos
fisiopatologicos como inflamacién, artritis, Alzheimer y cancer (Dubois et al., 1998).
La COX-1 principalmente cataliza la reaccion para produccion de tromboxano en
la mucosa gastrica, riidn y plaquetas. La expresion de COX-2 es menor en los
tejidos, pero es inducida por mediadores que incluyen citocinas, factores de
crecimiento, promotores tumorales, virus, iones y radiacion UVB; en diversas
células se demostré que es inducida rapidamente (2-6h) (Kujubu et al., 1991). Se
ha visto que la velocidad de recambio de esta enzima es muy rapida, del orden de
4 a 10 minutos (Yokohama, 1989).

La expresion de la COX-2 es regulada por muchos procesos, que alteran su
velocidad de trascripcion, estabilidad y eficiencia de la traduccion del mensaje
(Dixon et al., 2000; Harrison et al., 2000; Hla et al., 1999). La transcripcion de la
COX-2 es regulada por una variedad de citocinas y factores de crecimiento, que
incluyen el factor de necrosis tumoral (TNFa) (Yakamoto et al., 1995), Interleucina
(IL-1B) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Herschman,
1999; Hia et al., 1999)

Estos efectores son mediados, en parte por la activacion coordinada de diversos
factores de transcripcion, factores que se unen vy activan a la secuencia consenso
en la region 5 del gene de la COX-2, gene para el factor nuclear-kB (NF-kB), NF-
IL-6-C/EBP y un elemento de respuesta a AMPc (CRE). Después de la
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estimulacién con el factor derivado de plaquetas, la familia JNK activada unida al
heterodimero fos/jun, se une al CRE de la COX-2 promiviendo su transcripcion
(Xie et al., 1996). En la induccion del RNAm de la COX-2 por endotoxinas
(lipopolisacarido) interviene en el sitio CRE (Mestre et al., In press; Moore et al.,
1993) y NF-kB (Inoue et al., 1998, 1995)

Los radicales pueden activar holoenzimas de COX para formar radicales tirosil
enzimaticamente cruciales para Tyr385 (Daniel, 2004); y la activacidon simultanea
de cinasas c-jun-NH; —terminal y p38-MAPK (Geng, 1995). La catalasa, una
enzima del sistema de antioxidantes de la célula, interviene también en la
expresion de la COX-2 al estimular los sitios de respuesta a AMPc y NF-IL6
(Chen, 1998). La PE; es capaz de estimular la expresiéon de la COX-2 de novo al
aumentar los niveles de AMPc y estimular el elemento de respuesta a AMPc de su

zona promotora (Nusing, 1996) (figura 1.8)
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Figura 1.88. Sefializacién intracelular parala COX-2 (Harris et al., 2001)

La COX-2 es una enzima bifuncional que contiene un centro catalitico, el cual
suma dos oxigenos (bioxigenaciéon) del acido araquiddénico para formar peréxido,
PGG; y un sitio activo para peroxidasa el cual reduce la PGG; a PGH; y a través
de

isomerasas y oxidoreductasas se producen varios isomeros de
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prostaglandinas bioactivas usando como sustrato a esta, dichos isomeros son
cinco prostanoides bioactivos primarios: PGE;, PGFy,, PGD2, PGl y TXAz

(tromboxano Ay)
Acido araquidénico

TWW “““‘\:/\/\COOH
O<:::l\\¢%9\\//A\\///\\V//
PGG,

COOH

O]

6-ceto-PGFy, TXB»
v v (5)
o v
WCOOH HO ‘
A \ SN c00H
<]\/\/\/\/ ©
/
HO o °© oM
PGD
6-ceto-PGE; ? v @)
o
oSN N c00m
HO " v
HQ
ARG Sy
PGF,,

Figura 1.9. Biosintesis de prostaglandinas. Abreviaturas: PG = prostaglandinas (PGD,, PGE,,
PGF.,), PGI, = prostaciclina, TXA = tromboxano. Nomenclatura enzimatica: 1 = sintasa de PGG/H
(ciclooxigenasa), 2 = sintasa de PGG/H (hidroperoxidasa), 3 = sintasa de prostaciclina, 4 = sintasa
de tromboxano, 5 = sintasa de PGD (PGH-D isomerasa), 6 = sintasa de PGE (PGH-E isomerasa),
7 = sintasa de PGF (PGF reductasa). Las lineas punteadas representan procesos no enzimaticos.
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3.4 COX-2 en el rifidn

La localizacion de la COX-2 se ha descrito en microsomas de corteza y papila, a
través de inmunolocalizaciones e hibridacion in situ, se ha demostrado la
presencia de esta enzima en la macula densa y en las células de la rama
ascendente de la asa de Henle (cTALH), (Yang et al., 1998, 1999), asi como en
las células medulares interstiticiales.
En la médula renal la expresion de esta enzima es un importante componente de
la respuesta renal al estrés fisico y a la deshidratacion (Hao et. al., 1999; Yang et.
al. 1999). Después de un estado de deshidratacién, la COX-2 de la médula renal
es inducida significativamente, por activacion de la via del NF-kB (Hao et. al.,
1999); otros estudios sugieren que es a través de MAP cinasa/JNK, ERK y p38
(Wojtaszek et. al., 1998).
El rol que juega la COX-2 en la médula es la habilidad de estas células para
sobrevivir en un estado hiperténico de estrés o por deshidratacién a razén de 300
a 500 mosmol/Kg H20. De esta forma esta enzima mantiene la viabilidad de las
células medulares intersticiales. Ante de tratamiento con un inhibidor COX-2, un
estado de deshidratacion induce apoptosis de las células intersticiales medulares
(Hao et al., 2000)
En la corteza renal se ha documentado la expresion de la COX-2 en la macula
densa en las células adyacentes a la rama ascendente de el asa de Henle en
ratdn, rata, conejo, y perro (Guan et al., 1997; Harris et al.,1994; Khan et al.,
1998). Hay controversia con el humano, aunque en mayores de 60 afos se
localiza en ambos lugares de la corteza renal. La MD es relacionada con la
liberacion de renina al detectar alteraciones en el cloruro luminal a través del
cotransportador Na*K*2CI~ (Cowly et al., 1994, 1995). La expresién de COX-2 en
la MD se sobreexpresa al alimentar con dieta baja en NaCl, al tratar con
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), diuréticos de asa,
por hipertensién renovascular y por antagonistas de los receptores AT1 (Harding
et al., 1997).
La disminucién intraluminal de CI es la sefial para que se estimule la expresion de

COX-2 (Lorenz et al., 1990) a través del cotransportador antes mencionado. Se
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realizaron experimentos en cultivo de células en un medio 25 mM de Na* y 7 mM
de CI' (medio bajo en Na*) donde se observo el aumento de la expresion de esta
enzima, en un medio de 100 mM (concentracion de NaCl en condiciones
normales) donde no se observo aumento de la enzima (Harris et al., 2001) y en un
medio de de alto cloruro de colina, la expresion disminuyd. Al inhibir el
cotransportador se aumento la expresion.

La disminucion del NaCl aumenta la expresiéon de COX-2en 1 h

Los eventos de senalizacion intracelular que nos llevan a la sobre expresién de
COX-2 en respuesta al bajo NaCl son iniciados por la fosforilacion rapida de las
cinasas p38 (Cheng et al., 2000)., se demostré que al inhibir con PD169316 , un
inhibidor de p38, se inhibe el incremento de la COX-2 como respuesta al
decremento de NaCl; esto sugiere el rol de p38, ademas de estar localizado en los
mismo lugares que la COX-2 en la corteza renal (MD y rama ascendente de el asa
de hele) (Kummer et al., 1997; Ito et al., 2000).

No se conoce el mecanismo por el cual el Cl activa p38 y otras MAPK en la MD;
estas son activadas por fosforilacion secuencial de un activador MEK por
fosforilacion dual de residuos de tirosina y treonina (Widmann et al., 1999;
Schaeffer et al., 1999). p38 incrementa COX-2 por regulacion postranscripcional.
En la DM se aumenta la expresidon de COX-2, en estadios tempranos de la
nefropatia, las prostaglandinas vasodilatadoras tal como la PGE; han sido
implicadas en mediar las alteraciones en la hemodinamica renal en humanos con
DM1 y modelos experimentales (Radko et al., 2001)

La PGE; es el principal producto del metabolismo del acido araquidénico por la
COX-2 en el rindn (Bonvalet et al., 1987) media la hemodinamia renal glomerular y
la reabsorcion tubular de Na* y H,O durante el estrés fisioldgico, y puede iniciar la
producciéon de renina (Jensen et al., 1996). La PGE; se localiza entre otros lados
en la MD, se encuentra en contacto con el glomérulo. Estas células detectan los
cambios en el NaCl tubular y envia senales que controlan la resistencia vascular
preglomerular y la filtracion glomerular (Harris et al., 1998). La PGE; es un
vasodilatador potente, esta prostaglandina interactia con cuatro diferentes

receptores designados como EP4, EP,, EP3 y EP4 (Breyer M, Breyer RM, 2000);
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los receptores exceptuando el EP4, son proteinas G acopladas a la adenilciclasa y
el EP4 esta acoplado a IP3 y diacilglicerol. Los receptores EP4 y EP3 modulan el
tono vascular y transporte epitelial su activacion provoca constriccion. Los
receptores EP, y EP4, permiten que la PGE, sirva como buffer previniendo la
respuesta excesiva de perturbaciones fisioldgicas, su activacion se traduce en
vasodilatacion (Schaefer et al., 1998)

EP:. Descrito como constrictor de musculo liso, este receptor se encuentra
localizado en utero y rifidn (Batshake et al., 1995), juega un papel importante en
mediar el dolor; en rifion se localiza en el tubulo colector donde inhibe la
reabsorcién de Na*, es una proteina Gq (An S et al., 1994)

EP, y EP4 regulan la reactividad vascular. El Receptor EP4 es un clon del EP,, se
localizan principalemente en el glomérulo, son proteinas Gs (Nishigaki et al.,
1995)

EP3 este receptor se localiza en el asa ascendente de Henle es una proteina Gi

generalmente actua como constrictor de musculo liso (Coleman et al., 1994)
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4.- PLANETAMIENTO DEL PROBLEMA

1.- La Diabetes Mellitus es un problema de salud publica que va en aumento su
morbilidad; la alta mortalidad causada por esta patologia es por sus

complicaciones siendo la principal de ellas la nefropatia diabética.

2.- En los modelos experimentales de diabetes inducida por estreptozotocina hay
una hipertrofia renal que disminuye la concentracién de NaCl que se detecta en
Macula Densa por aumento en la reabsorcién proximal, provocando un aumento
en la retroalimentacion tubuloglomerular y a su vez un incremento en la tasa de

filtracion glomerular provocada por vasodilatacion arteriolar aferente.

Hipertrofi Reabsorcion —p
Diabetes == Aot —) T I -T RTG TTFG

renal proximal

3.- Se ha observado que en ratas normales alimentadas con dieta baja en NaCl

la enzima ciclooxigenasa 2 se sobreexpresa en la macula densa

Macula

l NaCl o, —) Tcox-z

4.- Por tanto: ;Como influye el NaCl sobre la expresion de COX-2 en macula

densa en ratas diabéticas?
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.  HIPOTESIS

En la DM hay un aumento en la expresion de COX-2 en la corteza como

consecuencia de los cambios de NaCl.

. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel del NaCl en la regulacién de la expresién de COX-2 en

corteza durante la DM inducida por estreptozotocina en ratas.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

2.1) Reproducir el modelo de diabetes en rata.

2.2) Caracterizar los cambios en la expresion de COX-2 en la DM inducida por

estreptozotocina.

2.3) Estudiar si la administracion de una dieta con bajo o alto NaCl influye en la

expresion de COX-2 en la corteza renal durante la DM.

2.4) Estudiar si la inhibicion de la reabsorcion de NaCl en el TCP con

acetazolamida modifica la expresién de COX-2 en la corteza renal.
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IV MATERIAL Y METODOS

1.- PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Se emplearon para la caracterizacién del modelo experimental de diabetes los
siguientes grupos:
Grupo 1:
Este grupo estuvo constituido por 6 ratas wistar macho de 250+20 g de peso
consideradas como ratas control, a las cuales se les aplico intraperitonealmente el
vehiculo de la estreptozotocina (citrato de sodio (0894 AMRESCO. U.S.A))).
Grupo 2:
Este grupo estuvo constituido por 6 ratas con las caracteristicas antes
mencionadas, a este grupo que se les consideré como grupo de ratas diabéticas,
se les aplicé intraperitonealmente estreptozotocina (S-0130 CHEMICAL CO, St.
Louis, MO U.S.A.) a la dosis de 65mg/Kg de peso.
Todas las ratas se mantuvieron en condiciones similares de luz, acceso al
alimento (SIGMA-alimentos. U.S.A.) y agua ad libitum. Los animales fueron
cuidados con las técnicas humanitarias de manejo, aprobadas por el comité de
bioética de postgrado de nuestra institucion y la norma oficial mexicana (NOM-
062-Z00-1999) sobre las especificaciones técnicas de produccion, cuidado y uso
de animales de laboratorio.
A cada rata se le administré intraperitonealmente citrato de sodio o
estreptozotocina segun correspondiera de acuerdo al grupo; previamente se les
dejo en ayuno de 12 h para cuantificar la glucémia a través de un glucometro por
refraccion; posterior a la administracion, se les dejo en observacion durante 48 h'y
se midid nuevamente la glucémia. Cada dia se peso a las ratas para observar si
habia modificaciones en el peso. Se considerd a las ratas controles al observar
valores de glucosa entre 60 y 110 mg/dl dentro del grupo al cual se le administro
citrato de sodio, la instauracion de la diabetes se les considerd al obtener valores
de glucosa sérica mayores a 200 mg/dl con respecto al grupo control . Al quinto

dia se coloco a cada rata en una jaula metabdlica (Tecniplast. Italy), se les dejo 48
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h, el segundo dia de la jaula metabdlica se procedié a la cuantificacion de alimento
y agua ingerida en 24 h, asi como la recoleccién de orina de 24 h, para la
cuantificacion de sodio, creatinina, glucosa y proteinas. Se les sacrifico al finalizar
las segundas 24 h en la jaula metabdlica, obteniendo muestras de sangre para la
cuantificacion de sodio, glucosa y creatinina. Se obtuvo el peso de cada rifidn y la
corteza renal se extrajo para tenirlas con hematoxilina-eosina y para obtener la
expresion proteica de la COX-2 mediante western blot.

Para estudiar si la regulacién de la expresion de COX-2 era influenciada por la
absorcion alterada por la hipertrofia causada en los estadios tempranos de la
diabetes se llevaron a cabo los siguientes bloques experimentales:

Blogue I: efecto de la dieta alta en sodio ((8%) Harlan alimentos. USA.) en la
expresion de COX-2 en la macula densa durante la diabetes mellitus.

Este bloque estuvo formado por dos grupos experimentales, cada grupo
constituido por 6 ratas Wistar macho de 250+20 g de peso, denominados grupo
control y diabético tratados con dieta alta en sodio, al grupo control se le
administré intraperitonealmente citrato de sodio, y al grupo al cual se le considera
diabético se le administro estreptozotocina.

Bloque II: efecto de la dieta baja en sodio ((0.02%) Harlan alimentos. USA) en la
expresion de COX-2 en la macula densa durante la diabetes mellitus.

Bloque formado por dos grupos experimentales, constituidos por 6 ratas Wistar
macho de 250120 g de peso, denominados grupo control y diabético tratados con
dieta baja en sodio, al grupo control se le administré intraperitonealmente citrato
de sodio, y al grupo al cual se le considera diabético se le administrd
estreptozotocina.

Bloque llI: efecto de la acetazolamida (A-6011. SIGMA-ALDRICH. USA)) en la
expresion de COX-2 en la macula densa durante la diabetes mellitus.

Bloque formado tres grupos experimentales, constituidos por 6 ratas Wistar
macho de 250+20 g de peso, denominados grupo del vehiculo de acetazolamida
(dimetil sulsulfoxido DMSO (D 8418. SIGMA-ALDRICH. USA)), grupo control vy

diabético tratados con acetazolamida a la dosis de (5mg/kg), via intraperitoneal
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cada 12 h. Este farmaco es un inhibidor de la anhidrasa carbdnica (Corinne et al.,
2000).

Con respecto a estos grupos experimentales se les dio el mismo manejo que a los
grupos considerados control y diabético obteniendo de ellas la corteza renal,
orina y sangre para realizar las determinaciones antes mencionadas.

Farmaco utilizado: Acetazolamida

Pertenece a la familia de los inhibidores de la anhidrasa carbdnica.

Quimica: sintetizada a partir de la sulfanilamida, al observar que provocaba
acidosis metabdlica como efecto adverso por inhibir a la anhidrasa carbdnica;
derivadas de esta se generaron compuestos con diferente habilidad de inhibir la

anhidrasa carbonica.

CH;CONH S SO,NH,

N N
Mecanismo de accién: las células endoteliales de los tubulos proximales estan
dotadas de una metaloenzima zinc anhidrasa carbdnica, que se localizan en la

membrana luminal y basolateral, asi como en el citoplasma (Brown et al., 1988)
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Figura 4.1. Célula del tibulo proximal (Boron et al., 2005)
La participacidon clave de la anhidrasa carbonica es en la resorcién de carbonato
monoacido de sodio (NaHCO3). En los tubulos proximales, la energia del
gradiente de sodio establecida mediante la bomba de sodio basolateral es usada
por el antiportador Na*-H" en la membrana luminal para transportar H" hacia la
luz tubular en intercambio por Na®. (Hardman et al., 1996). En la luz el H*

reacciona con HCOj filtrado para formar acido carbdnico (H2COs3) que se

32



MATERIAL Y METODOS

descompone en CO; y H2O en presencia de la anhidrasa carbdnica. La operacién
continua del antiportador de Na*-H* conserva una concentracion baja de protones
en la célula, de modo que el H,COj3; reacciona se ioniza de manera espontanea
para formar anion hidrogeno (H*) y HCO3™ (Cogan et al., 1979). La inhibicion de la
anhidrasa carbonica se relaciona con un aumento rapido de la excrecién urinaria
de HCOj3™ incrementando el pH urinario hasta alrededor de 8 genera aparicién de
acidosis metabdlica. La inhibicion de la anhidrasa carbdnica contribuye a la
actividad diurética de los inhibidores de dicha enzima por el gran exceso de
anhidrasa carbonica en los tubulos proximales, se necesita inhibir un alto
porcentaje de la actividad enzimatica para excretar Na*, la excrecion fraccionaria
de sodio puede ser de 5 %, por lo tanto incrementan la liberacion de solutos hacia
la macula densa, esto desencadena la retroalimentacion tubuloglomerular (Person
et al., 1982)

Absorcidn y eliminacion: absorcion oral y perenteral vida media de 9 h y
eliminacion renal

Efectos adversos: pérdida de Na*, acidosis metabdlica y alcalinizacién de la orina.

Dosis utilizada: 5 mg/kg peso

2.- ANALISIS POR INMUNOBLOT (WESTERN BLOT) DE LA
EXPRESION DE LA ENZIMA COX-2 EN LA CORTEZA RENAL DE
RATA

2.1.- Homogenizacién

A los animales de cada grupo, después de la jaula metabdlica se les pasé a una
campana con éter etilico para su anestesia, se realizé una incision abdominal
transversal continuada en forma de U hasta la regién axilar, se les extrajo ambos
rinones, disecandolos en corteza, médula y papila. Se tomdé la corteza
homogenizando aproximadamete 100 mg de tejido en frio (4 °C) individualmente
con la ayuda de un politron (tissue terror, Biospec Products, INC. U.S.A.) en una
solucion Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4), con un cocktail antiproteasas que consistié en
PMSF [1.74 mg/ml de DMSO], TLCK [0.09M], IAA [0.001 M], y NEM [0.002 M]
(SIGMA CHEMICAL CO, St Louis, MO U.S.A.) a una velocidad (entre 10,000 y
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13,000 rpm) durante 2 minutos. EI homogenizado se coloco en tubos de centrifuga
de 2 ml y se centrifugd a 10,000 rpm a 4 °C, por 10 minutos con el equipo Sorvall
Biofuge fresco (Kendro Laboratory Products, Germany). Se toma el sobrenadante

separandolo en alicuotas de 200 ul para su posterior uso.

Soluciones empleadas:

Tris-HCI 100mM, pH 7.4. Para preparar esta solucion se
disolvié 7.88 g de Tris-HCI (sigma) en 500 ml de agua
desionizada, ajustandola a pH 7.4, 1 ml para 100 mg de
tejido

Soluciéon homogenizadora

- PMSF [1.74 mg/ml de DMSQO]: disolver 52.3 mg en 30 ml
de DMSO, 10 pl por cada ml de soluciéon homogenizada.

- TLCK [0.09M]: Se disuelve 33.23 mg en 1 ml de agua
Cocktail antiproteasas desionizada, 10 pl por cada ml de solucién homogenizada
- IAA [0.001 M]: 6.6 g en 30 ml de agua desionizada, 10 pl
por cada ml de solucion homogenizada.

- NEM [0.002 M]: 18.7 mg en 30 ml de agua desionizada,
10 ul por cada ml de solucién homogenizada.

2.2.- Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas se determindé con el Método modificado de
Bradford (Bradford, 1976) (micrométodo). Se realizé el procedimiento en la placa
para ELISA por duplicado. Para la curva de calibracion se agregaron los
volumenes correspondientes a 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 pyg de proteina a partir de una
solucion madre de 0.1 pug/pl de albumina sérica bovina, completandose con buffer
PBS a 160 pl. En el caso de las muestras, se agregan 5 yl del homogenizado y se
adicionaron 155 pl de buffer PBS. Tanto a la curva de calibracion como a las
muestras se les agragaron 40 ul de reactivo de Bradford, se mezclé cada pozo y
se leyd la absorbancia a 595 nm, en un lector para ELISA (Microplate; BIORAD).
Se construyo la curva de calibracién en Excel (Microsoft Office) y por extrapolacion
se estimd la concentracion de proteinas de las muestras, empleando la ecuacion

de la linea recta.
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Soluciones empleadas:

Reactivo de Bradford (5X) Se disuelven 100 mg de Azul brillante de Coomassie G-250
en 50 ml de Etanol al 95 %. Una vez disuelto, se agregan
lentamente 100 ml de Acido fosférico concentrado.
Posteriormente se afora a 200 ml con agua desionizada. Se
almacena a 4°C evitando la exposicion a la luz (frasco
ambar); en estas condiciones se puede mantener estable por
6 meses.

Solucion de PBS Para prepara 1 litro de solucién 10X se pesan 80g de NaCl, 2
g de KCI, 11.5 g de Na,HPO, y 2 g de KH,PO, y se afora a 1
litro con agua desionizada; se ajusta el pH a 7,4.

2.3.- Electroforesis

Las alicuotas de las muestras (200 pl) se mezclaron con 20 ul de buffer de
carga y 40 ul de B- mercaptoetanol (como agente reductor) y se hirvieron (100 °C)
durante 10 minutos para desnaturalizar las proteinas.
Se prepararon geles de poliacrilamida al 10% (Gel de corrida) y al 6 % el gel
concentrador, cargandose una cantidad constante (100 pg) de la muestra. Se
cargaron 10 pl de marcador de peso molecular Rainbow Molecular Weigth Markers
(amersham Biosciences) de 10000 a 250000 daltons; kaleidoscope Prestained
Standards (Bio-Rad) de 6918 a 203926 daltons. La electroforesis se llevd en un
equipo MiniPROTEAN 3 Cell de BIO-RAD durante 2 horas a 88 V, para separar
las proteinas en funcién de su peso molecular a favor de un gradiente eléctrico.

Soluciones empleadas:

Solucién Acrilamida Se disuelven 30 g de acrilamida y 0,8 g de Bis-acrilamida
(N,N’-methylen-bis-acrilamida) en 50 ml de agua
desionizada. Se afora a 100 ml. Debe prepararse en
campana de extraccion.

Solucién de Tris-HCI 1.5 M (pH | Se disuelven 90.75 g de Tris-base aforando a 500 ml agua
8.8) desionizada y se ajusta el pH a 8.8. Se almacena entre 2-8
°C.

Solucion de Tris-HCI 1.0 M (pH | Se disuelven 6.06 g de Tris-base 6 7.882g de Tris-HCI
6.8) aforando a 100 ml de agua desionizada y se ajusta el pH a
6.8 con HCI 1N. Se conserva entre 2-8 °C.

Solucion de SDS al 10 % Se pesan 10g de SDS y se disuelven aforando a 100 ml de
agua desionizada. Se conserva a temperatura ambiente.
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Solucion de persulfato de | Se disuelven 0.1 g de persulfato de amonio en 1 ml de agua
amonio al 10 %: desionizada. Se conserva entre 2-4 °C.

Buffer de carga para | Se adicionan en un tubo Falcon de 50 ml los reactivos en el
Inmunoblot (10X). siguiente orden: agua desionizada (0,5 ml), Tris-HCI 0,5 M
pH 6,8 (12,5 ml), SDS al 50 % (2 ml), Glicerol (10 ml) y Azul
de Bromofenol (0,12 g),. A la mezcla resultante se le agrega
la cantidad necesaria de B-mercaptoetanol para obtener una
concentracion final de 20 % del volumen de buffer de carga.
El buffer de carga con B-mercaptoetanol se adiciona a la
muestra, de manera que alcance una concentracion final del
10 % del volumen de la muestra. Se almacena en
refrigeracion.

Buffer de corrida para | Se pesan 30.2 g de Tris-HCI, 144 g de Glicina y 10 g de
inmunoblot (10X) SDS. Todo se disuelven perfectamente en agua desionizada
aforando a 1000 ml. Se almacena entre 2y 8 °C.

Preparacion de geles:

Soluciones Gel de corrida (poliacrilamida al 10 %)
Agua desionizada 4.0 ml
Tris 1.5 M (pH 8.8) 2.5ml
SDS 10 % 0.1 ml
Acrilamida-Bis acrilamida al 30 % 3.3ml
Persulfato de amonio al 10 % 0.1 ml
TEMED 0.004 ml

Soluciones

Gel concentrador (poliacrilamida al 6 %)

Agua desionizada 1.4 mi
Tris 0.5 M (pH 6.8) 0.25 ml
SDS 10 % 0.02 ml
Acrilamida-Bis acrilamida al 30 % 0.33 ml
Persulfato de amonio al 10 % 0.02 ml
TEMED 0.002 ml
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2.4.- Transferencia

Ya que se terminé la electroforesis, las proteinas separadas presentes en el gel
se transfiieron a membranas PVDF (Hybond-P, Amersham Bioscences, UK)
empleado en un sistema semiseco Trans-blot SD Electrophoretic Transfer Cell de
Bio-Rad durante 45 minutos a 15 volts. Para este paso se prehumedecio la
membrana de PVDF en metanol absoluto por 5 minutos y posteriormente se
sumergié en buffer de transferencia junto con los papeles filtro (Extra Thick Blot
Paper de Bio-Rad). Todos los pasos deben realizarse con guantes y de
preferencia con pinzas. La membrana de PVDF, el Gel y los papeles filtros se
dispusieron de la siguiente manera en la unidad de transferencia (a manera de

sandwich). (Figura 4.11).

| ] <= Papelfiltro prehumedecido

| | Gel

A

Hybond-P

A

A

Papel filtro

Figura 4.2. Componentes del sandwich de transferencia

Buffer de transferencia 10X Se pesan y mezclan con agua desionizada Ios siguientes
reactivos: Tris-HCI (3,0275 g), Glicina (14,4413 g) y se afora
a 1000 ml. Esta solucion madre se almacena entre 2 y 8 °C.
Para prepara 200 ml de buffer de transferencia se disuelven
20 ml de la soluciéon madre, 140 ml de agua desionizada y 40
ml de metanol. Debe ser en este orden para evitar la
precipitacion de las sales. La proporcion es: 10 % de
solucion madre, 70 % de agua desionizada y 20 % de
metanol en la solucidn final.

2.5.- Blogueo de las membranas e incubacion con anticuerpos.
Ya que se realiz6 la transferencia, las membranas fueron bloqueadas con TBST-

Leche al 5% durante 2 h a temperatura ambiente, en agitacién constante, con la
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finalidad de bloquear con caseina el resto de la membrana donde no hay proteina
transferida.

Posteriormente las membranas fueron incubadas con anticuerpo policlonal de
conejo contra la enzima COX-2 (72 kDa) y cabra contra B-actina (43 kDa; santa
Cruz Biotechnology), diluidos 1:200 y 1:1000 respectivamente, en TBST-leche al 5
% a 4 °C durante toda la noche en agitacion continua.

A continuacion se lavaron las membranas 3 veces con TBST durante 10 min y se
incubaron con anticuerpo secundario (anti-conejo y anti-cabra respectivamente;
Santa Cruz Biotechnology) conjugado con peroxidasa de rabano, diluido 1:1000 en
TBST-leche 5% durante 2 h a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces con
TBST durante 10 min.

Soluciones empleadas:

Solucion de TBS (10X) Se pesan 12,1 g de Tris-HCI o Tris-base y 89
g de NaCl y se afora a 1000 ml. Estando bien
disueltos se almacena en refrigeracion.

Solucion de TBST (Tween) al 0,1 %: a 1 litro de TBS 1X se le agrega 1 ml de
Tween 20. Es conveniente pipetearlo con una
jeringa de insulina debido a que es una
sustancia muy espesa

Solucion de TBST-leche al 5 %: se pesan 5 g de leche en polvo (Svelty) y se
afora a 100 ml con solucién de TBST al 0,1
%, posteriormente se mezclan y se mantiene
en agitacién constante.

2.6 Reaccion de Quimioluminiscencia

Las membranas se incubaron con sustrato quimioluminiscente (Western Blotting
Luminol Peagent; Santa Cruz Biotechnology, CA, U.S.A), siguiendo las
recomendaciones del fabricante, posteriormente se expusierén a una pelicula
(Hyperfilm, Amersham Biosciences) dentro de un cassette (Spectroline;
Spectronics Corporation) ensamblado a una pantalla intensificadora de imagen
(Biomax; Kodak) entre 1 y 2,5 minutos. A continuacién se revelaron y fijaron con la
solucion reveladora (Kodak Professional Dektol, Rochester, N.Y., U.S.A.) y fijadora
(Kodak Proffesional Rapad Fixer, Rochester, N.Y., U.S.A.) para finalmente

incluirlas en un bafo de paro (Agua) y ponerlas a secar.
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Las peliculas se digitalizaron con ayuda de un escaner Scandet 3200C (Hewlett
Packard). La intensidad de las bandas se determiné empleando un software de
analisis de imagenes (Quantity One 1-D Image Analysis Software; Bio-Rad) donde
se hizo un analisis densitométrico posteriormente normalizado con la intensidad de
la B-actina (control interno).

Soluciones empleadas:

Solucion reveladora (2X) A 180 ml de agua desionizada (38 °C) se le agregan 29 g de
revelador y se agita vigorosamente, posteriormente se afora
a 200 ml con agua desionizada y se envasa en un recipiente
protegido contra luz. Se almacena a temperatura ambiente.

Solucioén fijadora Se disuelven 49,78 ml de solucion A en 100 ml de agua
desionizada y en agitacién constante se agregan 5,47 ml de
solucién B a goteo lento. Consecutivamente se afora a 200
ml con agua desionizada y se almacena a temperatura
ambiente.

3.- TINCION DE LA CORTEZA RENAL DE RATA

A través de la técnica hematoxilina-eosina se realizo tinciones de la corteza
renal para medir el diametro de las células del tubulo proximal, el cual consistié en
lo siguiente:

1.- La corteza renal se conservo en formaldehido al 4%.

2.- Deshidratacion de la muestra a través de alcoholes a porcentajes crecientes
(Alcohol 70%, alcohol 80%, alcohol 96% 1, alcohol 96% 2, alcohol 100% 1, alcohol
100% 2, xileno 1, xileno 2).

3.- Inclusion en parafina.

4.- Corte de tejido en microtomo al tamafio de 7.

5.- Bano Maria (35-40 min).

6.- Meter a estufa durante 20 min.

7.- Desparafinacioén (xileno 2, xileno 1, alcohol 100%, alcohol 96% 1, alcohol 80%,
alcohol 70%)

8.- Hidratar con agua destilada.

9.- Coloracion con hematoxilina de Harris durante 5 min.

10.- Lavar por inmersién en el agua corriente.

11.- Aplicacion de Alcohol acido.
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12.- Lavar con agua corriente y posteriormente destilada.

13.- Coloracién con eosina durante 30 min.

14.- Lavar con alcohol 96%. 1 min, después con alcohol al 100% vy al final con
xileno. (5 min minimo).

15.- Montar en resina sintética.

Posteriormente se fija en un porta objetos, para poder observarlo en un
microscopio optico (Nylon eclipse e600) y a través del software Image Pro Plus

version 5.1, se realizo la medicion del area de las células del tubulo proximal.

4.- ANALISIS DE ORINA'Y PLASMA

4.1 Determinacion de la concentracién de Glucosa en sangre

Se realizdé de acuerdo al dia que correspondiera, previo ayuno de 8 h, se les
tomo a los grupos de ratas una gota de sangre de la cola, la cual se coloco en una
tira reactiva, posteriormente se analiz6 en el glucometro (Kit One touch.
LIFESCAN INC. U.S.A)).

4.2 Determinacion de la concentracion de Na* y creatinina en orina y suero.

Para la determinacion de Na® y creatinina de las muestras de orina de 24 h y
suero al momento del sacrificio, se analizaron a través del autoanalizador
Beckman (249447-F).

Para la determinacién de Na® se tomaron 500 pl de las diferentes muestras, las
cuales se colocaron en los carruseles del equipo para cuantificarlos a través de
electrodos de sodio, que constan de una membrana sdlida de vidrio de silicato de
aluminio (LAS). La muestra al entrar al en contacto con el electrodo de medicion,
los iones del sodio sufren un intercambio iénico en la capa hidratada exterior del
electrodo del vidrio LAS. Al realizarse el intercambio, se establece un cambio en el
potencial que obedece a la ecuacion de Nerst. El electrodo tiene una selectividad
de 300 a 1 sobre los iones de potasio.

Para la determinacion de creatinina se realizé con el mismo equipo a través del
principio de espectrofotometria, que se basa en que cuando una sustancia que
tiene la propiedad de absorber luz de una longitud de onda especifica, (conocida

esta sustancia como cromoforo). Segun la Ley de Beer, la cantidad de luz
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absorbida al completarse la reaccion, es proporcional a la concentracion del

constituyente que se esta midiendo

4.3.- Determinacion de Proteinas en orina

La determinacién de proteinas en orina y suero se determiné con el Método
modificado de Bradford (Bradford, 1976) (micro método). Para la curva de
calibracién se agregaron los volumenes correspondientes a 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 pg
de proteina a partir de una solucion madre de 0.1 ug/pl de albumina sérica
bovina, completandose con buffer PBS a 160 pl. En el caso de las muestras, se
agregan 5 pl de la orina y se adicionaron 155 pul de buffer PBS. Tanto a la curva de
calibracién como a las muestras se les agragaron 40 pl de reactivo de Bradford, se
mezclo cada pozo y se leyé la absorbancia a 595 nm, en un lector para ELISA
(Microplate; BIORAD). Se construyo la curva de calibracion en Excel (Microsoft
Office) y por extrapolacion se estimo la concentracion de proteinas de las

muestras, empleando la ecuacion de la linea recta.
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V. ESTADISTICA

Para todos los grupos se calculé la media = SE. Para analizar los resultados que
reproducen el modelo de diabetes se utilizé t de Student; para determinar si
existen diferencias en los grupos con diferentes tratamientos se utilizo ANOVA.
Las medias se compararon con la prueba de Bonferroni. Se considerd una

diferencia significativa si p<0.05.
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VI. RESULTADOS

Se estudid la expresion de la COX-2 en la corteza renal en el modelo de
diabetes inducida por estreptozotocina en ratas macho, se observd como la
Diabetes y el NaCl modifica a la alza o la baja dicha expresion por ingesta de una
dieta baja en sodio, una dieta alta en sodio, y a través de inhibir la reabsorcion de

Na* con acetazolamida.

1. REPRODUCCION DEL MODELO DE DIABETES.

Con el modelo que se reprodujo se obtuvieron datos de diferentes parametros
que reflejan la diabetes. Se cuantifico la glucemia de los grupos designados como
control (se les administré citrato de sodio) (C) y diabéticas (se les administro
estreptozotocina (STZ)) (DM), en el momento de la induccién, a las 48 h de la
administracion (considerado este como dia cero) y a los 7 dias al momento del
sacrificio; al inicio no hubo diferencia entre la glucemia de las ratas de ambos
grupos en valores promedio 73+5 mg/dl para el grupo C y 709 mg/dl para el de
DM; a las 48 h, se observé diferencia entre ambos grupos para el grupo C fue de
74+8 mg/dl (p<0.05)y para el grupo de DM fue de 280+15 mg/dl y al momento del
sacrificio se mantuvo esa diferencia para el grupo C fue 277+14 mg/dl y para el
grupo de DM fue de 290+12 mg/dl) (p<0.05), (figura6.1.1, 6.1.2, 6.1.3),
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Figuras 6.1.1-6.1.3. Glucemia del grupo control (C) y al cual se le administré STZ (DM), al inicio, a
las 48 h y al séptimo dia (ultimo dia de tratamiento). Cada punto representa la media % el error
estandar de 6 animales, *p<0.05.

Los animales se pesaron diariamente y al analizar los datos, se observo que el
grupo control (C) aumenté de peso conforme avanzé el experimento y al grupo al
cual se le administré estreptozotocina (DM) disminuyé (figura 6.1.4); en cuanto a la
ingesta de agua y alimento en 24 h para el grupo control fue de 33.5 ml de agua
y 21 g de alimento y para el grupo al cual se le administré estreptozotocina fue de
133 ml y 30 g respectivamente (p<0.05) (figura 6.1.5- 6.1.6).
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Figura 6.1.4. Peso de ratas del grupo (C) y el grupo (DM), a las 48 h (dia cero) de haberles
administrado citrato de sodio o estreptozotocina segun correspondiera, durante 7 dias. n= 6,
*p<0.05.

~ 1501 * S 357 *
E —T— S 30- ——
< £ %
S 100- 2
2, £
v 7 197
© 504 2 10-
()
E C T T g’ C 1] L)
C DM = C DM
Figura 6.1.5 Figura 6.1.6

Figura 6.1.5y 6.1.6. Ingesta de agua y alimento de ratas C y DM, durante un periodo de 7 dias
después de la administracion de citrato de sodio o STZ. n= 6, *p<0.05.

El volumen de orina en 24 h se incrementd de manera significativa en el grupo de
DM con respecto al control. El volumen urinario fue para el grupo C de 102 ml y
para el de DM de 63+8 ml (figura 6.1.7) (p<0.05).
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Figura 6.1.7. Volumen urinario de ratas C y DM durante 24 h. n=6 *p<0.05

Se evaluaron otros parametros para observar el tamano renal, que nos hablan de

hipertrofia.

2. TAMANO RENAL.
Se pesaron los rifiones de ambos grupos encontrando diferencia significativa
(p<0.05) entre ambos grupos para el grupo C fue 0.98+0.008 g y para DM

1.04+0.015 g (figura 5.2.1).
1.10+
1.05+ B —

1.004

0.954
0.904

Peso de rifion (g)

0.854

0.80

C DM
Figura 6.2.1. Peso de rifién de los grupos C y DM al momento del sacrificio. n=6 *p<0.05.

Se midi6 el area celular de del tubulo proximal, demostrando un aumento en el
area celular del grupo DM en comparacion con el grupo C, las células del grupo C
midieron 99.29+1.37 p?y las del grupo de DM 174+2.74 ? (figura 6.2.2) (p<0.05)
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Figura 6.2.2. Area celular del tibulo proximal de los rifiones de los grupos C y DM. n=100 *p<0.05.

3. FUNCION RENAL

Se evaluaron parametros de funcion renal, como la proteinuria y depuracion de
creatinina; ademas se midio la excrecion renal de Na® y la concentracion de Na*
en sangre.
La proteinuria en orina de 24 h del grupo C fue 163 mg/dl y para el grupo de DM
fue 30+4 mg/dl (figura 6.3.1) existiendo diferencia significativa entre ambos
grupos; y en cuanto a la depuracion de creatinina no hubo diferencia entre los dos

grupos (figura 6.3.2).
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Figura 6.3.1. Proteinuria del grupo Cy de DM. n=6, *p<0.05.
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Figura 6.3.2. Depuracion de creatinina urinaria en los grupos C y DM. n=6, *p<0.05.

Se evalud el manejo del Na* por del rifion; los valores en Na* en suero para el
grupo C fue de 146+1.36 mmol/L y para el grupo de DM fue 138+2.1 mmol/L
(figura 6.3.3). En cuanto a el Na* en orina de 24 h hubo diferencia significativa
con valores para el grupo C de 1762154 mmol/L y para el grupo de DM 699150
mmol/L (figura 6.3.4).
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Figura 6.3.3. Sodio en sangre de ambos grupos. n=6, *p<0.05.
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Figura 6.3.4. Excrecion urinaria de sodio en 24 h. n=6, *p<0.05.

4. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE COX-2 EN EL RINON DE RATAS
CONTROL Y DIABETICAS.

Después de sacrificar a las ratas se divide al riidn en corteza, médula y papila;
se obtiene de este tejido unicamente a la corteza renal, al saber que la macula
densa se encuentra solo en corteza renal. Para detectar la expresion proteica de
la enzima ciclooxigenasa 2 en la corteza renal se realiz6 una electroforesis (SDS-
PAGE) seguida de una transferencia e inmunodeteccion, empleando anticuerpos
especificos contra la enzima COX-2 y una reaccién quimioluminiscente.

La expresion de la COX-2 se expreso en mayor cantidad en la corteza renal de las
ratas diabéticas en un 20%, siendo estos cambios diferentes estadisticamente.
(figura 5.4.1).
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Figura 6.4.1. Expresion de la enzima COX-2 en la corteza renal de ratas control y diabéticas. Los
datos fueron normalizados con la expresion de una proteina control (B.actina). Las barras
representan al promedio + el error estandar de 3 animales por grupo y son expresados en unidades
arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran bandas correspondientes a un experimento
tipico

5. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LA EXPRESION DE COX-2.
Basandonos en nuestros resultados anteriores, decidimos iniciar con los diferentes
tratamientos, la dieta alta en Na® (0.8%), la dieta baja Na® (0.04%) y con la
acetazolamida para poder demostrar nuestra hipétesis. Se midieron los mismos
parametros que para los grupos C y DM.

Se midio la glucemia de los grupos de ratas controles y diabéticas tratados con las
dietas y la acetazolamida. Observando que los tratamientos no modifican de

ninguna manera la glucemia en los diferentes grupos (figura 6.5.1-6.5.3).
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Figuras 6.5.1. Glucemia del grupo control tratado con dieta alta en sodio (C tNa*);a) al inicio, b) a

las 48 h y c) al séptimo dia (ultimo dia de tratamiento). Cada barra representa la media + el error
estandar de 6 animales, *p<0.05.
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Figuras 6.5.2. Glucemia del grupo control tratado con dieta baja en sodio (C |Na®), grupo de ratas
diabéticas tratadas con bajo sodio (DM |Na®); a) al inicio, b) a las 48 h y c) al séptimo dia (tltimo
dia de tratamiento). Cada barra representa la media + el error estandar de 6 animales, *p<0.05.
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Induccién
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Figuras 6.5.3. Glucemia del grupo control al cual se le administré el vehiculo de la acetazolamida
(V Acet) controles tratadas acetazolamida (C Acet) y grupo de ratas diabéticas tratadas
acetazolamida (DM Acet); a) al inicio, b) a las 48 h y c)al séptimo dia (ultimo dia de tratamiento).
Cada barra representa la media + el error estandar de 6 animales, *p<0.05
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Se pesaron diariamente los diferentes grupos, donde se observé que los grupos
a los cuales se les administro STZ, fueron disminuyendo de peso con el paso del
tiempo y los grupos a los cuales se les administro el vehiculo, fueron aumentando
(figuras 6.5.4-6.5.6)
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Figura 6.5.4-6.5.6 Peso de ratas de los diferentes grupos a las 48 h (dia
cero) de haberles administrado citrato de sodio o estreptozotocina segun 54
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RESULTADOS

En cuanto a la ingesta de agua y alimento de los grupos tratados con alto sodio:
Observamos que para el grupo C alto sodio fue de 36.5+3 ml y para el grupo de
DM tratada con alto sodio fue de 158+7 ml en 24 h, resultando diferencia
significativa entre ambos grupos (figura 6.5.7). En cuanto a la ingesta de alimento
para estos grupos fue para el grupo C alto sodio de 25+1 g y para el grupo DM alto
sodio fue de 2614 g en 24 h, no existiendo diferencia significativa entre ambos
grupos (figura 6.5.8).
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Figuras 6.5.7-6.5.8. Ingesta de alimento y agua en 24 h del los grupos C y DM tratados con alto
sodio. n=6, *P<0.05)

En cuanto a la excrecién de orina en 24 h para estos grupos, fue para el grupo C
alto sodio de 22+0.5 ml y para el grupo DM alto sodio fue 1387 ml en 24 h,
existiendo diferencia significativa del grupo de DM alto sodio con respecto al grupo
C alto Na" (figura 6.5.9)
150+

1004

50+

Orina (ml/24 h)

C 1 Na' DM 1 Na'

Figura 6.5.9 Volumen urinario de ratas C alto sodio y DM alto sodio durante 24 h. n=6 *p<0.05
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Para los grupos que se trataron con dieta baja en sodio, la ingesta de agua en
grupo C bajo sodio fue de 32+2 ml y para el de DM bajo sodio fue 144+8 mi
observando diferencia significativa entre ambos grupos (figura 6.5.10). Con
respecto a la ingesta de alimento, para el grupo C bajo sodio fue de 2211 g, y para
el grupo DM bajo sodio, fue de 25t1 g, observando diferencia significativa en
ambos grupos (figura 6.5.11). En cuanto al volumen urinario en 24 h los valores
para el grupo de C bajo sodio fueron 10+1 ml y para el de DM bajo sodio fue de

11044 ml, observando diferencia significativa entre ambas (figura 6.5.12).
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Figuras 6.5.10-6.5.12. Ingesta de agua, alimento y volumen urinario en 24 h de los grupos tratados
con dieta baja en sodio. n=6, *p<0.05.

El consumo de agua en 24 h de los grupos tratados con acetazolamida fue para el
grupo al cual se le administré el vehiculo de la acetazolamida (V Acet) de 2612
ml, al grupo control acetazolamida (C Acet) de 4211 ml, y el grupo DM Acet de
11416 ml, entre los tres grupos se observa diferencia significativa; en cuanto a al
ingesta de alimento en 24 h, se obtuvieron los siguientes resultados, para el grupo
V Acet de 1911 g, el grupo C Acet de 2311 g y para el grupo DM Acet de 251 g
observando diferencia significativa en el grupo DM Acet con respecto al grupo C
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Acet; En cuanto al volumen urinario en 24 h fue para el grupo V Acet de 10+1 ml,

el grupo C Acet de 22+1 ml y para el grupo DM Acet de 8514 ml observando
diferencia significativa entre los 3 grupos (figuras 6.5.13-6.5.15)
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Figura 6.5.13-6.5.15. Ingesta de agua, alimento y volumen urinario en 24 h de los grupos tratados
con acetazolamida (V Acet, C Acet y DM Acet). n=6, *p<0.05.

5.1 Tamafio renal con los diferentes tratamientos.

Para ver el efecto de los diferentes tratamientos sobre la hipertrofia se peso el
rindn izquierdo; los animales tratados con dieta alta en sodio tuvieron los
siguientes pesos: el grupo C alto sodio de 0.94+.01 g y para el grupo DM alto
sodio de 1.016+.012 g, existiendo diferencia significativa entre ambos grupos
(figura 6.5.1.1); para los grupos tratados con dieta baja en sodio el grupo C bajo
sodio pesé 0.94+.015 g, y el grupo DM bajo sodio 1.05+.025 g, observado

diferencias significativa entre ambos grupos (figura 6.5.1.2); a los grupos que se
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les tratd con acetazolamida pesaron, el grupo al cual se le administré el vehiculo
de la acetazolamida pes6 0.98+.013 g, el grupo C acetazolamida 0.97+.013 g y el
grupo DM acetazolamida pes6é 1.07+.014 g, encontrando diferencia significativa
del grupo DM acetazolamida con respecto al grupo V Acet y al grupo C Acet,
(figura 6.5.1.3).
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Figuras 6.5.1.1-6.5.1.3. Peso de los rifiones de los diferentes grupos por tratamientos. n=6,
*p<0.05.
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En las mediciones del area de las células del tubulo proximal observamos que en
los grupos tratados con dieta alta en sodio, midieron las del grupo C alto sodio
98.6+2 p?, las del grupo DM alto sodio 168+4 p?, observado diferencia significativa
entre ambos grupos (figura 6.5.1.4); los grupos a los cuales se traté con dieta baja
en sodio, para el grupo C bajo sodio 91+2 p? y el grupo DM bajo sodio 162+3 p?,
existiendo diferencia significativa entre ambos grupos (figura 6.5.1.5); a los grupos
que se tratd con acetazolamida, las del grupo V Acet 87+4 u?, las del grupo C
Acet 9042 p?y las del grupo DM Acet 16643 p? (figura 6.5.1.6).
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Figura 6.5.1.5
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Figuras 6.5.1.4-6.5.1.6. Area de las células tubulares proximales, de los grupos con los diferentes
tratamientos. n=100, p*<0.05
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5.2. Funcion renal de los grupos con los diferentes tratamientos.

Medimos los parametros de funcion renal que habiamos medido para el grupo C y
DM, para observar cual era el efecto que nuestros tratamientos podian tener sobre
el rinon.

La proteinuria de los grupos a los cuales se les traté con dieta alta en sodio fue
para el grupo C alto sodio 15.64+1.16 mg/dl y para el grupo de DM alto sodio de
37+3 mg/dl, observando diferencia significativa entre ambos grupos (figura
6.5.2.1); los grupos tratados con dieta baja en sodio tuvieron proteinuria de
17.6+1.6 mg/dl para el grupo C bajo Na® y los del grupo DM bajo sodio 21+2
mg/dl, observando diferencia entre ambos grupos (figura 6.5.2.2); el grupo al cual
se le administrd el vehiculo de la acetazolamida tuvo proteinuria de 20+4 mg/dl, el
grupo C acetazolamida de 30+2 mg/dl y el grupo DM Acet 32+3 mg/dl, no
observando diferencia entre el grupo C Acet y DM Acet pero si con respecto al
grupo V Acet (figura 6.5.2.3)
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Figuras 6.5.2.1-6.5.2.3. Proteinuria de los grupos con diferentes tratamientos. n=6 *p<0.05
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En cuanto a la depuracién de creatinina, el grupo tratado con alto sodio tuvo
valores de 1.41+£0.05 ml/min y el de DM alto sodio 0.95+ 0.13 ml/min, observando
diferencias significativas entre ambos grupos (figura 6.5.2.4); al grupo C bajo
sodio 1.131£0.11 ml/min y el de DM bajo sodio 1.05+0.07 ml/min, sin observar
diferencias entre estos grupos (figura 6.5.2.5); al grupo V Acet obtuvo 1.731£0.06
ml/min, el grupo C Acet 2.57+2.3, y el grupo DM Acet 2.32+.019 observando
diferencias significativas de los grupos C Acet y DM Acet con respecto al grupo V
Acet (Figura 6.5.2.6)

< <
£ E -
E 1.5- S E 1.50
\é/ * g 1.25- T
< 1.01 | g 1.004 I
T ©
o ® 0.754
o (&)
3 0.5 é 0.50-
S 2 0.254
g g
5 0.0 5 0.00
g C 1'Na* DM 1 Na* g C I Na* DM | Na*
Figura 6.5.2.4 Figura 6.5.2.5
— *
c
£ 301
= —_1—
5 2.54 —_1
< 2.04
b —
O 1.54
(&)
S 1.0-
S
S 0.54
o
. 5 0.0
Fuijigura 6.5.2.6 §' Y, A:cet C A'\cet DM :Acet

Figuras 6.5.2.4-6.5.2.6. Depuracién de creatinina de los grupos con los diferentes tratamientos.
n=6, *p<0.05.
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En cuanto a la concentracién de sodio en suero de los grupos tratados, se
obtuvieron los siguientes resultados: el grupo C alto sodio, 147+2 mmol/l, para el
grupo DM alto sodio 134+0.92 mmol/l, observando diferencia significativa entre
ambos grupos (figura 6.5.2.7); para el grupo C bajo sodio se obtuvo la
concentracion de 138+3 mmol/l y para el grupo DM bajo sodio de 134+1mmol/l,
observando diferencia del grupo DM bajo sodio con respecto al grupo C bajo Na*
(figura 6.5.2.8); el grupo V Acet se observo la concentracion de 141+6 mmol/l,
para el grupo C Acet se obtuvo el valor de 142+3 mmol/l, y el DM Acet 14212

mmol/l, sin observarse diferencia estadistica entre los tres (figura 6.5.2.9)
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Figuras 6.5.2.7-6.5.2.9. Concentracion de sodio en suero de los grupos con los diferentes
tratamientos. n=6, p*<0.05.
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Con respecto a la concentracion de sodio en la orina de 24 h, se obtuvieron los
siguientes resultados: El grupo C alto sodio 9864+335 mmol/l, el grupo DM alto
sodio, obtuvo valores de 148881708 mmol/l, observando diferencia significativa
entre ambos grupos (figura 6.5.2.10); el grupo C bajo sodio se cuantific6 493+79
mol/l, el grupo DM bajo sodio de 36377 mmol/l, observando diferencia
significativa entre ambos grupos (figura 6.5.2.11), en cuanto a los tratados con
acetazolamida, el grupo V Acet 1947171, el grupo C Acet 32071162 y el grupo DM
Acet 26104, observando diferencia significativa entre los grupos V Acety C Acet y
entre V Acet y DM Acet (figura 6.5.2.12)
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Figura 6.5.2.10-6.5.2.12. Concentracion de sodio en orina de 24 h de los grupos tratados. n=6,
*p<0.05
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5.3 Efecto de la DM y los tratamientos sobre la expresion de la COX-2.

Obtuvimos los siguientes resultados:

Al tratar con la dieta alta en sodio, se tratdé de contrarrestar la disminucién de
NaCl que llega a la macula densa durante el modelo experimental de diabetes, y
asi observar la expresion de esta enzima; los resultados que se obtuvieron en el
western blot con respecto a este tratamiento, fue que no observamos diferencia
significativa entre ambos. Aumentar la concentracion de NaCl en la dieta influye en
la expresion de la COX-2 en ratas diabéticas, inhibiendo su sobreexpresion (figura
6.5.3.1)
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Figura 6.5.3.1. Expresion de la enzima COX-2 en la corteza renal de los grupos control alto sodio
y diabetes alto sodio. Los datos fueron normalizados con la expresidon de una proteina control
(B.actina). Las barras representan al promedio * el error estandar de 3 animales por grupo y son
expresados en unidades arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran bandas
correspondientes a un experimento tipico.

Con la dieta baja en sodio, se traté de confirmar que la disminucién de la
concentracion del NaCl en la corteza renal influye en la sobreexpresion de la COX-
2. Los resultados que obtuvimos al tratar con esta dieta nos sugieren, que la dieta
baja en sodio aumenta la expresion de la COX-2, los resultados que se obtuvieron

no demuestran diferencia significativa entre ambos grupos (figura 6.5.3.2)
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Figura 6.5.3.2. Expresion de la enzima COX-2 en la corteza renal de ratas los grupos control bajo
sodio y diabetes bajo sodio. Los datos fueron normalizados con la expresién de una proteina
control (B.actina). Las barras representan al promedio + el error estandar de 3 animales por grupo y
son expresados en unidades arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran bandas
correspondientes a un experimento tipico.

Con la acetazolamida, tratamos de disminuir la reabsorcién del NaCl que se
reabsorbe en el tubulo proximal, simulando farmacologicamente una dieta alta en
sodio, y de esta forma aumentar la concentracion de NaCl que llega a la macula
densa, se busco la expresion en el grupo tratado con el vehiculo de la
acetazolamida (dimetilsulfoxido), demostrando que este no influye en el expresién
de la COX-2; no hubo diferencia significativa entre el grupo control y de
diabéticas, a las cuales se les administré acetazolamida; lo que nos hace sugerir
nuevamente, que el aumento de la concentracion de NaCl, durante el modelo
experimental de diabetes inhibe la sobreexpresion de la COX-2 que se aprecia sin

dicho tratamiento (figura 6.5.3.3)
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Figura 6.5.3.3. Expresion de la enzima COX-2 en la corteza renal de los grupos vehiculo de la
acetazolamida, el grupo control tratado con acetazolamida y el grupo de diabéticas tratadas con
acetazolamida. Los datos fueron normalizados con la expresion de una proteina control (B-actina).
Las barras representan al promedio + el error estandar de 3 animales por grupo y son expresados
en unidades arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran bandas correspondientes a un
experimento tipico.

6. COMPARACION ENTRE LOS GRUPOS DE RATAS DIABETICAS CON LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS.

El peso de los rifiones de las ratas diabéticas tratadas con los diferentes
tratamientos no difirio significativamente por los diferentes tratamientos pero si con

respecto al grupo de ratas normales (C) (figura 6.6.1)
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Figura 6.6.1. Peso renal de los grupos de ratas diabéticas y las diabéticas tratadas con respecto a
las ratas control (C). n=6. p<0.05
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En cuanto al area de las células del tubulo proximal de los grupos de diabéticas,
se observo que no existe diferencia por los tratamientos pero si con respecto a las

ratas normales (C) (figura 6.6.2)
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Figura 6.6.2. Area celular del tibulo proximal de los grupos de ratas diabéticas y las diabéticas
tratadas con respecto a las ratas control (C). n=6.p<0-05.
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En cuanto a la proteinuria de los grupos de diabéticas, se observé que sodlo el
grupo al cual se le administrd la dieta baja en sodio es la que difiere

significativamente a la baja con respecto al resto de los grupos de diabéticas.
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Figura 6.6.3. Proteinuria los grupos de ratas diabéticas y las diabéticas tratadas con respecto a las
ratas normales (C). n=6, *p<0.05.

De acuerdo a la depuraciéon de creatinina, se observd que el grupo que se le trato
con acetazolamida aumenté significativamente la creatinina probablemente por

aumento en la secrecion, con respecto al resto de los grupos (figura 6.6.4)
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Figura 6.6.4. Depuracion de creatinina de los grupos de ratas diabéticas y las tratadas con
respecto a las ratas control. n=6, *p<0.05.
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RESULTADOS

En cuanto a la expresion de la COX-2, se observa que comparando con el grupo
de DM, al grupo al cual se le administré dieta alta en sodio, disminuyo la sobre
expresion de la COX-2 pero no con respecto al grupo de ratas normales (C), al
grupo tratado con dieta baja en sodio aumento la expresion de COX-2 con
respecto al grupo DM y normales (C); y que con el tratamiento de la
acetazolamida, también se inhibe la sobre expresion siendo diferente
significativamente con respecto al las diabéticas pero no con respecto a las

normales (C) (figura 6.6.5)
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Figura 6.6.5. Expresion de la COX-2 de los grupos de ratas control, diabéticas, y diabéticas
tratadas. n=3, *p<0.05.
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VII DISCUSION

1.- REPRODUCCION DEL MODELO DE DIABETES.

Hay diversos tipos de modelos para estudiar la diabetes experimentalmente
(Szkudelski T, 2001). En este trabajo usamos el modelo de diabetes inducida por
estreptozotocina, el cual se caracteriza por hiperglucemia a las 24 h de su
administracion y disminucion de niveles de insulina por destruccion de las células
B pancreaticas (Agarwal MK, 1980). Este modelo fue descrito en el afio 1976
(Ganda et al., 1976). En nuestro trabajo obtuvimos datos que nos permiten
considerarlo como un modelo de diabetes experimental que mimetiza una DM tipo
1, similares a los encontrados en la literatura como son hiperglucemia, poliuria,
polidipsia, polifagia y disminucién de peso que se diferencia de los modelos de
DM2 por presentar como caracteristica aumento de peso (Michael et al., 1999).

El tiempo en el que se dejé evolucionar el modelo, nos permite caracterizarlo
como un modelo de diabetes en estadios tempranos (7 dias) (Thomson et al.
2003); en nuestro trabajo medimos los valores de depuracion creatinina como un
indicador del dafio renal, observando que entre los grupos control y diabetes no
hay diferencia significativas, lo cual nos indica que el dafio al glomérulo aun no se
ha instalado en este periodo de tiempo demostrando por lo tanto una filtracion
glomerular aparentemente normal; nuestros resultados mostraron que a pesar de
no existir cambios en la depuracién de creatinina se observa una proteinuria
mayor en las ratas diabéticas, en condiciones normales se sabe que existe
proteinuria en ratas y el aumento en las diabéticas responde principalmente a
catabolismo muscular como lo reporta Bardoux en el afio 1999 (Bardoux et al.,
1999).

La diabetes es la principal causa de falla renal cronica, sin embargo, en los
estadios tempranos de la diabetes mellitus antes de las complicaciones, hay una
hiperfiltracion glomerular (Brenner et al., 1981; Brenner et al., 2003), que se ha
tratado de explicar a través de factores metabdlicos (Veldman et al., 2002) y
factores hemodinamicos (O'Bryan et al., 1997). Thomson y col. en el afio 2001

propusieron que la hiperfiltracion glomerular resulta principalmente por hipertrofia
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del tubulo proximal (Thomson et al., 2001). Se ha estudiado que esta hipertrofia
tubular en la diabetes es mediada por la sobre expresién de la enzima ornitina
descarboxilasa (ODC), enzima limitante de la biosintesis de poliaminas,
encargada de convertir la ornitina en putrescina que es necesaria para la division
celular y para producir la hipertrofia (Pedersen et al., 1993). Esto se corroboro6 al
tratar a las ratas diabéticas con difluorometilornitina (DFMO) un inhibidor de la
ODC, el cual al ser administrado evito la hipertrofia del tubulo proximal en las ratas
diabéticas, asi como la hiperfiltracion glomerular (Thomson et al., 2001). Aihua y
col. en el 2003 observaron que las concentraciones de poliaminas tienen su pico
maximo a las 24 h de la induccion de diabetes y la hipertrofia de las células
proximales fue detectada in vivo al tercer dia (Aihua et al., 2003). Para confirmar
la hipertrofia en la diabetes temprana, pesamos el rifion y lo tedimos con
hematoxilina-eosina; demostrando que el peso renal fue mayor en el grupo de
ratas diabéticas a pesar de la disminucién de peso corporal observable en el curso
temporal en que dur6 el estudio y un aumento del area de las células del tubulo
proximal con respecto a los controles, con esto apoyamos lo descrito en la

literatura por Komers en el 2001.

2. EXPRESION DE LA CICLOOXIGENASA-2 (COX-2) EN LOS GRUPOS
CONTROL Y DIABETICAS

La COX-2 se localiza de manera constitutiva en el riidn en la macula densa
(MD) (Harris et el., 1994; Nantel et al., 1999), y se le asocia con la regulacién de la
secrecion de renina y en la regulacion del tono arteriolar aferente (a través de la
retroalimentacion tubuloglomerular) (Person et al., 1991). El incremento de la
COX-2 en esta zona se debe a cambios en el NaCl luminal (Schnermann et al.,
1998), esto se ha demostrado a través de cultivo de células, en donde se cultivd
una linea celular derivada de la macula densa, se incubaron estas en un medio
con bajo NaCl y dentro de esas condiciones se incremento la expresion de la
COX-2 en forma significativa fendbmeno que no ocurrid en un medio isoosmolar
(Yang et al., 2000). Quien media el transporte del NaCl del lumen a la macula
densa es el cotransportador Na*/K*/2CI" (Harris et al., 1994; Cheng et al., 2000;
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Schnermann J, 2001). La sefalizacion intracelular que lleva al aumento en la
expresion de la COX-2 en respuesta a una disminucion de NaCl es iniciado por la
fosforilacion de las cinasas p/38 y Erk1/2 y la estimulacion de la MAP cinasa; esto
se demostré al inhibir a p/38 con SB203580 y a Erk1/Erk/2 con PD98059,
observando que no se incrementaba en la expresion de la COX-2 con tales
inhibidores (Cheng et al., 2000; Yang et al., 2000). Se ha demostrado que las MAP
cinasas regulan la expresion de la COX-2 en respuesta a citocinas o activacion de
factores de crecimiento (Xie et al., 1996).

Komers y col. reportan en el 2001 que en la diabetes experimental hay un
incremento en la expresion proteica de la COX-2 en la corteza renal, comparada
con ratas controles no diabéticas (Komers et al., 2001). Como ya se comento en
estadios tempranos de la diabetes hay una hipertrofia tubular proximal (Thomson
et al., 2001), que provoca un aumento el transporte tubular proximal aumentando
la reabsorciéon por la misma hipertrofia y por la hiperglucémia que estimula la
reabsorcién de Na’ a través del cotransportador Sodio-Glucosa (Vallon et al.,
2003) disminuyendo de esta manera el NaCl luminal que llega a la macula densa
activando de esta forma la retroalimentacion tubuloglomerular, el resultado de
esto es un incremento de la tasa de filtracién glomerular, para tratar de restaurar
la entrega de fluido y electrolitos en la nefrona distal a través de la disminucién de
la resistencia arteriolar aferente (Hostetter et al. 1981; Zats et al. 1986; Ohishi et
al.1995). Breyer y col. en el 2001 reportan que quien media el cambio en los
vasos arteriolares es la PGE, sintetizada a través de la COX-2 que se localiza
constitutivamente el la macula densa (Breyer et al., 2000 y 2001).

En nuestro trabajo encontramos que la expresion proteica de la COX-2 en la
corteza renal de ratas control y en ratas diabéticas es diferente lo cual va de
acuerdo con lo reportado por Komers en el 2001. Observamos un aumento
significativo en el grupo de ratas diabéticas con respecto al grupo control, que nos
sugiere que hay una disminucién de NaCl que llega a la macula densa por la
hiperglucémia y la hipertrofia proximal que aumenta la reabsorcién, y esto se

traduce en un aumento de la expresion de la enzima.
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En nuestros resultados, se observd que existe menor concentracién de Na* en
orina de 24 h en las ratas diabéticas esto posiblemente se deba a que se excreto
una mayor cantidad de orina.

Con base en estos resultados, en donde la expresion de COX-2 aumenté en los
grupos de ratas diabéticas con respecto al grupo control, sugerimos que sea
debido a la hipertrofia del tubulo proximal, la cual disminuye el NaCl que se
detecta en la macula densa. Por esta razon, se decidi6 modificar las
concentraciones del NaCl a través de una dieta con alto NaCl (aumentando asi el
NaCl que llega a la macula densa), con una dieta con bajo NaCl (disminuyendo
concentracion de NaCl que llegue a la macula densa) y al administrar
acetazolamida (provocando indirectamente disminuir la reabsorcion de NaCl y de
esta forma un aumento en el NaCl que llega a la macula densa) en busca de la

expresion proteica de la COX-2.

3. MODIFICACIONES DE LA EXPRESION DE LA COX-2 POR LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS.

Volker Vallon y col. en el 2002, reportaron experimentos en donde trataron a
ratas diabéticas con una dieta alta en sodio, observando a través de micropuncion
que este tratamiento provoca una disminucidon en la reabsorcion del tubulo
proximal (Vallon et al., 2002), esto también fue reportado por Bank en 1990 (Bank
et al., 1990) el mecanismo por el cual ocurre este fendmeno no esta bien descrito.
Los cambios del NaCl en la macula densa son el resultado del aumento o la
disminucion de la reabsorcion proximal a lo que responde la retroalimentacién
tubuloglomerular (Schnermann 1992). En el caso del tratamiento con dieta alta en
sodio provoca un aumento en el NaCl luminal que llega a la macula densa, asi
como provoca una disminucion en la reabsorcion, de esta manera aumenta el
NaCl detectado en la macula densa, lo que disminuye la TFG a través de la
retroalimentacién tubuloglomerular (Brigs et al., 1984), esto también se ha
reportado por Yang y col. en 1998.

Por tal motivo evaluamos la expresiéon de la COX-2 en la corteza renal de ratas

diabéticas tratadas con dieta alta en sodio, para ver el efecto del NaCl sobre la
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expresion de la enzima durante la diabetes. Nuestros resultados nos permitieron
observar que con el alto NaCl no aumenta la expresion de la COX-2 en las ratas
diabéticas, como sucedio en el grupo de diabéticas a las cuales se les administré
dieta normal, esto sugiere que el aumento en la concentracion de NaCl por la
dieta, provoca que en la MD se detecte este cambio y no aumente la expresion de
la COX-2 por lo que la retroalimentaciéon tubuloglomerular no induce
vasodilatacién arteriolar durante la diabetes temprana.

La dieta alta en sodio no produce cambios en cuanto al peso, a la hiperglucemia,
en la ingesta de alimento, en la depuracion de creatinina, lo cual nos indica que
no modifica el estado de la diabetes como lo reporta Vallon en el 2002, y resulta
evidente que la concentracién de Na* en la orina aumenta por la dieta. A pesar
de que hubo inhibicion de la COX-2, la hipertrofia no fue totalmente abolida por el
alto NaCl.

Evaluamos la expresion de la COX-2 en ratas diabéticas tratadas con una dieta
baja en sodio. Harris y col. en el aino 1994 iniciaron con las investigaciones
concernientes a la regulacion de la COX-2 renal en ratas normales, en donde
demostraron la localizacion de la expresion de esta enzima en la macula densa y
en las células corticales adyacentes al asa de Henle, sugiriendo que esa
regulacion respondia a la restriccion de NaCl (Harris et al., 1994). De esta
aportaciéon se derivaron una serie de estudios realizados entre otros por
Schnermann y Yang en 1998, que se encaminaron en estudiar la regulacion de la
COX-2, demostrando que la COX-2 influye sobre el tono arteriolar aferente a
través de la PE; para aumentar la TFG en estados de restriccion de NaCl (Breyer
et al., 2000 y 2001). De esta manera se demostré que al disminuir la
concentracion de NaCl en la macula densa hay un aumento de la expresion de
COX-2 en ratas normales (Harris et al., 2001).

Nuestros resultados nos permiten demostrar que al administrar una dieta baja en
sodio en ratas diabéticas, aumenta en forma significativa la expresion de la COX-2
en la corteza renal con respecto al grupo de ratas diabéticas tratadas con dieta

normal, debido a la restriccion de NaCl por la dieta y aun mas por la hipertrofia de
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las células del tubulo proximal provocada por la diabetes; lo que nos permite
sugerir que a mayor restriccion de NaCl hay un mayor aumento de la COX-2.

La dieta baja en sodio no modifica a la hiperglucemia, la ingesta de alimento, la
depuracion de creatinina y obviamente la concentracion de Na* en orina es menor.
El peso renal y el area celular de las células proximales de las ratas diabéticas
tratadas con bajo sodio aumentaron en forma significativa, lo que significa que la

disminucion del NaCl no influye en el proceso de la hipertrofia.

El tercer tratamiento que administramos fue un farmaco inhibidor de la
anhidrasa carbodnica (acetazolamida). Este diurético disminuye la reabsorcion del
tubulo proximal, lo cual favorece el aumento de la carga de NaCl que llega a la
zona de la MD, disminuyendo de esta forma la retroalimentacion tubuloglomerular
en ratas normales y por tanto disminuye la tasa de filtracion glomerular, esto fue
reportado en 1978 por Tucker, mas tarde en 1982 por Persson y col. y
recientemente Aihua y col. en el aino 2004 corrobora este conocimiento (Aihua et
al., 2004).

Lo que buscamos con este tratamiento fue disminuir la mayor reabsorcion
causada por la hipertrofia de las células proximales en la diabetes o dicho de otra
forma, tratamos de una manera farmacolégica aumentar la concentraciéon de NaCl
que llega a la MD, en este caso por disminucion de la reabsorcion proximal del
NaCl. Al tratar a las ratas diabéticas con acetazolamida, y buscar la expresion de
la COX-2 observamos que esta expresion no aumentd como sucedio en las ratas
diabéticas sin tratamiento, demostrando con esto que al aumentar la
concentracion de NaCl, evita el aumento de la expresion de la enzima.

La acetazolamida no produce cambios en cuanto al peso, a la hiperglucemia, en la
ingesta de alimento y en cuanto a la depuracion de creatinina se observo un
aumento. En cuanto al peso renal y al area celular de las células proximales hubo
hipertrofia, lo cual nos indica que a pesar de la hipertrofia causada por la diabetes,
la acetazolamida al disminuir la reabsorcién de NaCl, evita el aumento de la

expresion de la COX-2 en la macula densa.
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De esta manera en este trabajo tratamos de demostrar que durante la DM ocurren
cambios en la reabsorcién proximal y que el NaCl es un factor que regula la

expresion de la COX-2 en esta patologia inducida experimentalmente.

VIII CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos decir que:

1) Se reproduce el modelo de diabetes, observando poliuria, polidipsia,

polifagia y disminucién de peso
2) El aumento en el peso de los rifiones de las ratas diabéticas asi como el
diametro de las células del tubulo proximal demuestra hipertrofia en ratas

diabéticas.

3) No parece haber dafio renal en este periodo de tiempo en los grupos

diabéticos.

4) Se confirma un aumento en la expresion de la COX-2. en ratas diabéticas

5) Sugerimos que la concentracién de sodio regula la expresion de COX-2 en

la macula densa de ratas diabéticas.

6) EI NaCl no afecta el proceso de hipertrofia inducido por la DM
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