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1.1 Nutricién y transicién nutricional

La nutricion es el proceso por el cual el organismo ingiere, digiere, absorbe,
transporta, utiliza y excreta las sustancias alimenticias, permitiendo el crecimiento y
mantenimiento del organismo. En la actualidad, los problemas de salud
relacionados con la nutricidn tienen una gran relacion con los excesos alimentarios
ya que estos facilitan la aparicién de obesidad, algunas enfermedades crénicas y

determinados tipos de cancer (Corio, R. 2009).

Los cambios demograficos, sociales y econdmicos en muchos paises de ingresos
bajos y medianos han conducido a una mayor urbanizacion y a cambios en el estilo
de vida, los sistemas y los habitos alimentarios, los cuales se han volcado hacia una
transicion en el consumo de alimentos altamente procesados e hipercaldricos, con
un alto contenido de grasas saturadas, azUcares y sal, ademas de un bajo contenido
de fibra (FAO, 2018).

Esta transicion nutricional, cada vez mas evidente, junto con la reduccién del gasto
energético, han contribuido a aumentos en la incidencia de obesidad y

enfermedades no transmisibles, especialmente diabetes (Mickey Chopra, 2002).

1.2 Diabetes

La diabetes es una afeccion crénica que se produce cuando se dan niveles elevados
de glucosa en sangre debido a una insuficiente produccién de insulina o bien, el
organismo no logra utilizar dicha hormona de modo eficaz. La principal caracteristica
de la diabetes es la hiperglicemia, de no controlarse, ésta puede provocar dafios a
largo plazo en diversos érganos, que conllevan al desarrollo de complicaciones
sanitarias discapacitantes y peligrosas para la supervivencia, tales como
enfermedades cardiovasculares, neuropatia, nefropatia o enfermedades oculares

gue acaban en retinopatia y ceguera (FDI Diabetes Atlas, 2017).

La diabetes ha sido seleccionada como una de las cuatro enfermedades no

transmisibles (ENT) para intervenir con caracter prioritario debido a que representa
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un importante problema de salud publica.En las ultimas décadas el nGmero de casos

y la prevalencia de la enfermedad han ido en aumento constante (OMS, 2016).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion la prevalencia de
diabetes en México aumento del 9.2% en 2012 a 9.4% en 2016.

De acuerdo con la publicacion de Diabetes Care, 2019, la diabetes se puede

clasificar en las siguientes categorias generales:

» Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) : debido a una destruccion inmunitaria de la
célula B) que generalmente conduce a una deficiencia absoluta de insulina.

» Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) : debido a una pérdida progresiva de secrecion
de insulina por parte de las células B (resistencia a la insulina).

» Diabetes mellitus gestacional (DMG) (diabetes diagnosticada en la semana
24 - 28 del embarazo que no fue claramente diabético antes de la gestacion).

» Tipos especificos de diabetes por otras causas, p. €j., diabetes neonatal y
diabetes de inicio en la madurez de los jévenes (MODY), enfermedades del
pancreas exocrino (como fubrosis quistica y pancreatitis) y diabetes inducida
por farmacos o productos quimicos (como el uso de glucocorticoides, en el

tratamiento del VIH / SIDA o después del trasplante de érganos).

1.2.1 Diagnadstico

La diabetes puede diagnosticarse segun los criterios de glucosa en plasma, ya sea
el valor de glucosa en plasma en ayunas (FPG), el valor de glucosa en plasma de
2 h (PG de 2 h) durante una prueba de tolerancia oral a la glucosa de 75 g (OGTT)
0 bien, de acuerdo a los los criterios de hemoglobina glicosilada (HbA1C) (ADA
2019).

e Glucosabasal > 126 mg/ dL (7.0 mmol /L) en ayuno de por lo menos 8 horas
antes de la determinacion.

e Glucosa posprandial de 2 horas = 200 mg / dL (11.1 mmol / L) durante una
curva de tolerancia oral a la glucosa. La prueba debe realizarse de acuerdo

a lo descrito por la organizacion mundial de la salud (OMS), utilizando una
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carga de glucosa que contenga el equivalente de 75 g de glucosa anhidra
disuelta en agua.

e HbAlc >6.5% (48 mmol / mol).

e En un paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis
hiperglucémica, una glucosa plasmatica aleatoria = 200 mg / dL (11.1 mmol
/L).

1.2.2 Diabetes tipo 2

Como resultado de una produccion inadecuada de insulina y la incapacidad del
organismo de responder plenamente a dicha hormona, que se define como
resistencia a la insulina, la diabetes tipo 2 (DM2) se caracteriza por una
hiperglucemia cronica. La DM2 representa la mayoria de los casos de dicha
afeccion, ésta se ve con mas frecuencia en adultos mayores, sin embargo, en los
ultimos afios ha aparecido cada vez con mayor frecuencia en nifios, adolescentes y
jovenes adultos a causa del aumento de los niveles de obesidad, a la falta de
actividad fisica y a las deficiencias de ciertos nutrientes que existen en la dieta (IDF
Diabetes Atlas, 2017).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2016 se observé que, la
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en la poblaciéon de 5 a 11 afios fue
de 33.2%; en adolescentes de entre 12 y 19 afios fue de 36.3%; y finalmente para

los adultos de 20 afios y mas, la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 72.5%.

Todos los tipos de diabetes pueden provocar complicaciones en diversos érganos
e incrementar el riesgo general de muerte prematura. Entre las posibles
complicaciones se incluyen: ataques cardiacos (infarto agudo), accidentes
cerebrovasculares, insuficiencia renal (nefropatia diabética), amputacién de
piernas, pie diabético, pérdida de visién y dafios neuroldgicos(neuropatias) (OMS
2016).
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1.3 Nefropatia Diabética

En pacientes con diabetes, la enfermedad renal cronica (ERC) podria tratarse de
una auténtica nefropatia diabética (ND), o estar causada indirectamente por la

diabetes, debido principalmente a la hipertension. (IFD Diabetes Atlas, 2017)

La ND, una complicacion microvascular importante de la DM1y la DM2, es una
causa importante de enfermedad renal en etapa terminal en los paises occidentales.
Tradicionalmente se pensaba que esta complicacion era el resultado de las
interacciones entre los factores hemodinamicos y metabdlicos. Sin embargo, el
conocimiento actual indica que la extension del dafio renal en pacientes con
diabetes mellitus no se explica completamente por el aumento de la presion
sistémica e intraglomerular secundaria a factores hemodinamicos y metabdlicos;
sino que la patogenia de la nefropatia diabética es multifactorial (Navarro J. et al.,
2011).

La ND, es un sindrome clinico caracterizado por albuminuria persistente (= 300 mg
/ g de creatinina), un descenso de la tasa de filtrado glomerular (TFG), aumento de
la presion arterial con mayor morbimortalidad cardiovascular. De igual forma se
caracteriza por cambios estructurales en la morfologia renal como engrosamiento
de la membrana basal glomerular y las membranas tubulares, la acumulacion de
matriz mesangial en estas membranas causa fibrosis tubulointersticial y

glomeruloesclerosis (Duran M., 2014).

De no ser detectada y tratada a tiempo, la ND, puede avanzar hasta generar
insuficiencia renal crénica (falla completa o mayor de los rifiones, misma que
requiere de un tratamiento de dialisis). La diabetes es una de las principales causas
de insuficiencia renal, entre 10 y 20 % de los pacientes con diabetes mueren por

esta causa (Radica Z. et al., 2017).
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1.3.1 Fisiopatologia

El mecanismo detras de la fisiopatologia de la ND es complejo, a pesar del
reconocimiento de la hiperglucemia como principal elemento determinante en su
desarrollo, los mecanismos intimos por los cuales la hiperglucemia conduce a la
lesion renal, no son del todo claros. Sin embargo, existe la certeza de la
participacion fundamental de diversos procesos que confluyen para iniciar los
cambios funcionales y estructurales a nivel renal, entre los mecanismos
participantes se encuentran la interaccion de las alteraciones hemodinamicas y

metabdlicas (Gonzalez J., et al., 2008).

I Angiotensina |

Renina
| AEiote nsina |
Angiotensina |l
AT, AT, Aldosterona

Vasoconstricion sistémicay renal.

« Vasodilatacion sistémicay renal. Niaeils an B naakacrelia Yoral . ida

* Disminucioén en la reabsorcion

renal de sodio. solo.
AR . " * Activacion de citosinas inflamatorias.
* Disminucién de la inflamacion. aii e
« Estrés oxidativo.

+ Disminucién de la mitogénesis .
* Disminucioén de la fibrosis
cardiaca

Disfuncion endotelial.
Aumento en la actividad del inhibidor
del activador del plasminégeno 1.

Figura 1. Sistema renina-angiotensina aldosterona y propiedades de la Angiotensina Il. ACE = enzima convertidora
de angiotensina; AT1 = receptor de angiotensina Il tipo 1; ATz = receptor de angiotensina Il tipo 2. Tomada y
modificada de Brewster, U. & Perazella, M. (2004).
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Factores hemodinamicos

Lafigura 1 describe los cambios hemodinamicos renales, los cuales estan mediados
en parte por las acciones de las hormonas vasoactivas, como la angiotensina Il (Ang
II) y la endotelina (ET-1). En la ND los niveles elevados de Ang Il causan hipertrofia
de las células mesangiales y las células epiteliales tubulares (Chawla T., et al.,
2010); debido a que, en respuesta, la secrecidn de citocinas profibroticas, como el
factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1) aumenta, y con esto, se produce
un aumento de la presion sistémica e intraglomerular.

Existen otros factores involucrados en esta regulacién de la hemodinamica
defectuosa, incluyendo prostanoides, Oxido nitrico y el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF-A) Dronavalli S., et al., 2008).

Factores metabodlicos

La hiperglucemia es un factor crucial en el desarrollo de la nefropatia diabética
debido a sus efectos sobre las células glomerulares y mesangiales, pero por si sola

no es causante (Vallon, V., & Komers, R., 2011).

Se han postulado tres mecanismos (figura 2) que explican cémo la hiperglucemia
causa dafio al tejido renal: la glucosilacion no enzimatica que genera productos
finales de glucosilacion avanzada, la activacion de la proteina-quinasa C (PKC) y la

aceleracion de la via del poliol. (Sulaiman M. K., 2019)
¢ Productos finales de glicacion avanzada (AGES)

Los azucares reductores pueden reaccionar de manera no enzimatica con los
grupos amino de las proteinas para formar bases de Schiff reversibles, y luego
productos Amadori. Estos primeros productos de glicacion experimentan reacciones
complejas adicionales como reordenamiento, deshidratacion y condensacion
finalizando en derivados fluorescentes heterogéneos reticulados irreversiblemente
denominados AGEs, cuando éstos se unen a su receptor, ubicado en células
endoteliales, células mesangiales y macrofagos, pueden inducir la produccion de

citocinas y factores de crecimiento, por medio de la activacién de del factor nuclear
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de las cadenas ligeras kappa de las células B activada (NFkB), lo cual induce un
estado proinflamatorio y profibrotico en las células renales (Yamagishi S. & Matsui
T., 2010; Setter, S. M., et al.,2003)

¢ Proteina C quinasa (PKC)

La activacion de PKC conduce a una mayor secrecion de prostanoides
vasodilatadores, lo que contribuye a la hiperfiltracién glomerular. EI mecanismo por
el cual la hiperglucemia conduce a la activacion de PKC implica la formacion de
novo de diacilglicerol y estrés oxidativo. La activacion de PKC induce la actividad de
las proteinas quinasas activadas por mitdgeno (MAPK) en respuesta a estimulos
extracelulares a través de la fosforilacion dual en residuos conservados de treonina
y tirosina (Yamagishi S. & Matsui T., 2010).

¢ Viadel poliol.

La via del poliol involucra dos reacciones enzimaticas: la primera es la reduccion de
glucosa a sorbitol por la accion de la aldosa reductasa y la segunda oxidacién de
sorbitol a fructosa por la accién de la enzima sorbitol deshidrogenasa. El flujo a
través de la ruta del poliol produce alteraciones importantes en la proporcion de
NADPH: NADP*. La reduccién de glucosa a sorbitol usa NADPH y la oxidacion de
sorbitol aumenta NADH con un cambio rapido resultante en el estado redox
citoplasmatico que compromete la reduccion de glutation en las células con estrés
oxidativo (Dunlop, M. 2000).
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Aldosa Reductasa Deshidrogenasa

---------- Glucosa Sorbitol Fructosa
f\ Disminuye NADPH
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NADH/NAD* , incrementa metilglioxal
Glucosa-6-P
(precursor AGE) y DAG (activador de
PKC)
Fructosa-6-fosfato
aminotransferasa . Incremento en la
Fructosa-6-P Glucosamina-6-fosfato > produccién de factores de

transcripcion incluyendo
TNF-a y TGF-A1.

Dicarbonilos AGEs L.
reactivos + WO - Expansion MEC
aminoacidos \ = Incremento de ROS
Gliceraldehido-3-P i ' Incremento en la produccion
DHAP —» @ —Clicerol_ oy, pre-p de citosinas IL-1, IL-6, TNF-a
NAD* fosfato y factores de crecimiento
| TGF-g1, VEGF, PDGF- g Y
NADH GADPH 02 exceso de ) CTGF.
superéxido V
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B1, colageno ftipo IV,
laminina y fibronectina,
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tubular, ensanchamiento
glomerular y esclerosis, e
hipertrofia renal.

Figura 2. La hiperglicemia conduce a la acumulacién de precursores de glucdlisis. Los niveles aumentados
de glucosa aumentan la via de poliol, conllevan a la formacion de AGEs, activacion de la PCK y desvio

hacia la ruta de hexosaminas. Tomada y modificada de Toth- Manikowski S. & Atta, M. (2015).

1.3.2 Cambios estructurales

La ND se puede diagnosticar con precision mediante biopsia renal. La Sociedad de
Patologia Renal (The Renal Pathology Society) desarroll6 una nueva clasificacion
de ND con la intencidon de proporcionar una forma consistente de asignar los
resultados de la biopsia (tabla 1). Esta clasificacion se basa en lesiones

glomerulares, con una evaluacion de lesiones intersticiales y vasculares. (Roshan,
B.,2013)
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Clase I: Engrosamiento de la membrana basal glomerular (GBM, por sus siglas en

inglés)

El engrosamiento de GBM es un cambio temprano caracteristico en la ND vy
aumenta con la duracién de la enfermedad. El engrosamiento de GBM es una
consecuencia de la acumulacion de matriz extracelular, con una mayor deposicion
de componentes de la matriz extracelular normal como el colageno tipo IV y VI,
laminina y fibronectina. Dichas acumulaciones resultan del aumento de la
produccion de estas proteinas, su disminucion de la degradacion o una combinacion
de ambas (Tervaert, T.W., et al, 2010).

Clase Il: expansion mesangial, leve (lla) o severa (lIb).

La expansion mesangial se define como un aumento en el material extracelular en
el mesangio de tal manera que el ancho del espacio intermedio excede dos ndcleos
de células mesangiales en al menos dos lobulillos glomerulares. La diferencia entre
la expansion mesangial leve y severa se basa en si el area mesangial expandida es
mas pequeiia o0 mas grande que el area media de la luz capilar. Si se observa una
expansion mesangial grave en mas del 25% del mesangio total observado a lo largo

de la biopsia, la biopsia se clasifica como Ilb (Tervaert, T.W., et al, 2010).
Clase llI: Esclerosis nodular (Lesiones de Kimmelstiel-Wilson)

Si se encuentra al menos una lesion convincente de Kimmelstiel-Wilson y la muestra
de biopsia no tiene mas del 50% de glomeruloesclerosis global, se clasifica como
clase lll. Las lesiones de Kimmelstiel-Wilson que se refieren a lesiones mesangiales
focales, lobulares, de redondas a ovales con un nucleo acelular, hialino / matriz,
redondeado periféricamente por nlcleos mesangiales dispersos en forma de media
luna (Tervaert, T.W., et al, 2010).

Clase IV: Glomeruloesclerosis diabética avanzada.

La biopsia muestra mas del 50% de glomeruloesclerosis global. Es el punto final de
los mecanismos multifactoriales que conducen a la acumulacién excesiva de
proteinas de la matriz extracelular, como el colageno tipo |, lll y IV y la fibronectina

en el espacio mesangial, que finalmente atraviesa las etapas de expansion y
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desarrollo mesangial de las lesiones de Kimmelstiel-Wilson.(Tervaert, T.W., et al,
2010).

Lesiones tubulares

El engrosamiento de la membrana basal tubular de los tdbulos no atréficos es
evidente a partir del desarrollo de lesiones diabéticas glomerulares de clase I,
siendo mas visible en las clases lll y IV, y se observa mejor en las tinciones acido
peryédico de Schiff (PAS) o plata. Ademas de observar la presencia de infiltrados
de linfocitos T y macréfagos en el intersticio, los cuales son hallazgos ampliamente
reconocidos en la ND (Tervaert, T. W. C., et al, 2010).

Lesiones vasculares

La hialinosis arteriolar eferente es una lesion importante por la cual la ND se
distingue de la nefropatia hipertensiva. Ademas de la hialinosis arterial
caracteristica, en la muestra de biopsia puede estar presente una arteriosclerosis

relativamente inespecifica (Tervaert, T. W. C., et al, 2010)

Tabla 1. Clasificacion glomerular de la Nefropatia Diabética. Tomada y modificada de Roshan,
B., 2013.

La biopsia no cumple con los criterios

mencionados para las clases Il, lll o
V.
Cambios no especificos o moderados en
MLy engrosamiento de la MBG MBG > 395 nm en mujeres y > 430 nm
demostrada en ME. en hombres de 9 afios de edad vy
mayores.
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La biopsia no cumple con los criterios

L, . de las clases Il o IV.
Expansion mesangial moderada

Expansion mesangial moderada en
>25% del mesangio observado.
Expansion mesangial severa.

La biopsia no cumple con los criterios
para la clase IV.

Esclerosis nodular (Lesion Kimmelstiel-
Wilson).

Al menos una lesién convincente de

Kimmelstiel-Wilson.

Esclerosis glomerular global en >50%
del glomérulo.
v Glomeruloesclerosis diabética
avanzada.
Lesiones de las clases 1 a la 3.

ML: microscopia de luz. MBG: membrana basal glomerular. ME: Microscopio electrénico.

1.3.3 Pérdida de la funcién renal

La ND tiene fases distintas de desarrollo, al inicio los cambios funcionales se
producen en la nefrona a nivel del glomérulo, incluida la hiperfiltracion e
hiperperfusion glomerular (Dronavalli, S., et al., 2008). En la década de 1960, el

desarrollo de una técnica de radioinmunoensayo permitié la cuantificacion de
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pequefias cantidades de albumina urinaria; posteriormente se demostré que la
albuminuria en el rango de 15-70 mg / min podria predecir de manera “temprana” el
desarrollo de ND (Rosolowsky, E., et al., 2008).

La pequeia cantidad de albamina que escapa de un glomérulo sano es capturada
por el borde en cepillo de las células del tubulo proximal y, por lo tanto, se impide
gue ingrese a la orina. En pacientes diabéticos, la albumina presente en la orina
puede provenir de muchas nefronas que pierden una pequefia cantidad de proteina
o de una pequefia cantidad de nefronas que pierden una gran cantidad de proteina,
en cualquier escenario esto implica un grado relativamente uniforme de dafio

funcional y estructural (Powell, D., et al., 2013).

Conforme al desarrollo de la ND el aumento de diferentes tipos de colageno
sustituyendo gradualmente a los tipos de colageno fisiolégicamente presentes en el
riidn y el desarrollo hacia la glomeruloesclerosis, se hacen mas evidentes
(Lehmann, R., & Schleicher, E. D., 2000).

La fibrosis renal es comunmente el resultado final de las enfermedades renales
progresivas. Se caracteriza por el desarrollo de placas de matriz extracelular
excesivas en el intersticio tisular que comprometen la funcion renal y provocan
atrofia tubular e insuficiencia organica (Grabias, B. M., & Konstantopoulos, K.,
2014).

1.3.4 Valoraciéon de la funciéon renal

La ND es la causa mas comun de ERC en todo el mundo. Las estrategias actuales
de tratamiento pueden disminuir, pero en la mayoria de los casos no pueden detener

la progresion hacia los estados finales de la enfermedad renal.

La ERC es una afeccidon comun que se refiere a una pérdida a largo plazo de la
funcién renal. La identificacion y el manejo efectivos son necesarios para prevenir
la progresion de la ERC; esta se clasifica por el grado de disfuncion renal, medido
por la tasa de filtraciébn glomerular estimada (eGFR, por sus siglas en inglés),

derivada de la creatinina sérica, se usan ecuaciones de estimacion estandar, y por
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la presencia o ausencia de anormalidad estructural del rifiébn o por otra evidencia de
dafio renal crénico, particularmente por el ratio albimina/creatinina urinaria. (Fraser,
S., & Blakeman, T. 2016).

En 2012 la organizacién KDIGO resumi6 las etapas de la ERC utilizando un sistema
de estadificacion de "semaforo" que incorpora tanto el eGFR basado en creatinina

como el ratio albumina/creatinina urinaria (figura 3).

Albuminuria
Categorias, descripcién y rangos

KDIGO 2012 A1 A2 A3
. Normal a Moderadamente Gravemente
Filtrado glc?mgrular ligeramente elevada elevada
Categorias, descripciéon y rangos elevada
(ml/min/1.72 m?) <30 mg/g? 30-300 mg/g >300 mg/g®
G1 Normal o elevado 290
G2 Ligeramente disminuido 60-89

G3a Ligera a moderadamente 45-59
disminuido

G3b Moderada a gravemente 30-44
disminuido

G4 Gravemente disminuido 15-29

G5 Fallo renal <15

Figura 3. Categorias de filtrado glomerular y de albuminuria. Verde: bajo riesgo (si no hay otros
marcadores de enfermedad renal, sin ERC); Amarillo: riesgo moderadamente aumentado; Naranja:
alto riesgo; Rojo, muy alto riesgo. KDIGO: Kidney Disease: Improving Global Outcomes. Tomado y
modificado de KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic
Kidnev Disease.

La Asociacion Americana de Diabetes y los Institutos Nacionales de Salud
recomiendan la tasa estimada de filtracion glomerular calculada a partir de la
creatinina sérica al menos una vez al afio en todas las personas con diabetes para
detectar la disfuncion renal. EI eGFR sigue siendo un predictor independiente y
significativo, sin embargo, existen otros marcadores (Tabla 2) que han tomado

relevancia en el diagnostico del dafio renal, entre los cuales destacan:
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Cistatina-C: una proteina basica no glicosilada, como un posible marcador
de filtracion enddgena de GFR. La cistatina-C es un inhibidor de la cisteina
proteasa que es producido por practicamente todas las células nucleadas
gue se libera al torrente sanguineo. Estd molécula es completamente filtrada
por el glomérulo y metabolizada en el tubulo proximal. Debido a su fisiologia
sus concentraciones no se ven afectadas por el sexo, la edad o la masa
muscular. (Dabla, P. K. 2010)

[-2-microglobulina: es un componente del antigeno de histocompatibilidad
principal. Al acoplarse con el receptor Fc neonatal, ayuda a regular los niveles
séricos de inmunoglobulina G, albumina y hepcidina. Se filtra en el glomérulo
y el 99,9% se reabsorbe por el tibulo proximal, siguiendo la misma dindmica

gue la cistatina-C, esto permite la evaluacion funcional tanto del glomérulo
como de los tubulos renales. (Barton, K. T., et al., 2018)

Molecula de lesion renal-1 (KIM-1): es una proteina transmembrana que se
regula positivamente en las células del tabulo proximal. Representa un
biomarcador prometedor para el diagnéstico temprano de la enfermedad
renal.

Proteina hepatica de unién a acidos grasos (L-FABP): L-FABP es una
proteina expresada en el tubulo proximal. (Devarajan, P., 2011)

Lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos (NGAL): es una pequefia
proteina circulante altamente modulada en una amplia variedad de
situaciones patologicas, lo que la convierte en uno de los mejores de lesion

renal, ya que se libera rdpidamente después del dafio tubular.
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Tabla 2: Biomarcadores urinarios para la evaluacién de la nefropatia diabética. Tomado y
modificado de Gluhovschi, C., et al., 2016.

Biomarcadores glomerulares

Biomarcadores tubulares

Transferrina

Inmunoglobulina G

Ceruloplasmina

Colageno fpo IV

Laminina

Glicosaminoglicanos

Prostaglandina D sintasa fipo lipocalina
Fibronectina

Factor de crecimiento endotelial vascular/ VEGF

Albuminuria

El marcador principal en uso actual

Lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos
(NGAL)

Alfa-1-microglobulina

N-acetil-g-D glucosaminidasa
Angiotensinégeno

CistatinaC

Nefrina, proteina de unién a acidos grasos tipo
higado

Proteina de unién a la grasa del corazén

Productos finales de glicacion avanzada

Biomarcadores inflamatorios

Otros marcadores nuevos en estudio

de estrés

Factor de necrosis tumoral alfa

Orosomucoide

Retinol vinculante proteina-4

Proteina de uni6n a la vitamina D

8-0x0-7,8-dihidro-2"-desoxiguanosina

Hemo oxigenasa-1
Periostina

Alpha klotho
Dipeptidio unido a

peptidasa IV
MicroRNA

1.4 Inflamacion en la nefropatia diabética

La investigacion realizada durante los dultimos 10 afios ha proporcionado
informacion sobre la etiologia de la ND a nivel celular y molecular (figura 4), en este
sentido, la inflamacién se ha convertido en un mecanismo fisiopatologico clave. Las
moléculas y mediadores inflamatorios son, por tanto, importantes en las primeras

etapas de la enfermedad renal diabética (Navarro-Gonzalez JF et al., 2011).

Las células renales (células endoteliales, epiteliales, mesangiales y tubulares) son
capaces de sintetizar citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6 vy, por lo
tanto, estas citocinas actian en forma paracrina 0 autocrina induciendo una

variedad de efectos en diferentes estructuras renales (Donate, J., et al., 2015).
Citocinas proinflamatorias
TNF-a

Induce la expresion de una variedad de moléculas efectoras, como las citocinas y
las moléculas de adhesion, apoptosis y necrosis. Esta citocina juega papel

fundamental en la patogénesis de la nefropatia diabética a través de citotoxicidad,
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apoptosis, necrosis y aumento de la permeabilidad de las células endoteliales. Las
concentraciones séricas y urinarias de TNF-a estan relacionadas con la progresion
de la enfermedad en pacientes con ND (Shikata, K., & Makino, H., 2013).

Molécula de Adhesion Intercelular-1 (ICAM-1)

Es una glucoproteina de la superficie celular de la superfamilia de inmunoglobulinas,
expresada en células endoteliales vasculares, linfocitos, macréfagos activados y
células endoteliales, epiteliales y mesangiales renales. La expresion de ICAM-1
puede ser inducida localmente por hiperglucemia, AGE, estrés oxidativo,
hiperlipidemia e hiperinsulinemia, y participa en la activacion de los leucocitos, la
adherencia al endotelio y promueve la infiltracion de macréfagos (Lenz, O. et al.,
2008).

TGF-B1

Es inducido por la hiperglucemia en las células mesangiales y juega un papel clave
en la fibrosis mesangial y la hipertrofia al aumentar la expresion de proteinas de
matriz extra celular, como el coldgeno y la fibronectina. De igual forma puede activar
proteinas quinasas activadas por mitdgeno, como p38 y ERK, también Akt mediante
la inhibicién de PTEN. (Kato, M., & Natarajan, R., 2014).

IL-1

Esta implicada en el desarrollo de anormalidades hemodinamicas intraglomerulares
relacionadas con las vias de prostaglandina; asi como con la generacion de
hialuronato desregulada por las células epiteliales tubulares proximales renales, que

aumenta directamente la permeabilidad de las células endoteliales vasculares.

Uno de los principales elementos implicados en esta reaccion inflamatoria es el
factor nuclear kB (NF-kB), un factor de transcripcion ubicuo que se activa por
muchos estimulos relevantes para la nefropatia diabética. Parte de la importancia
de NF-kB en la regulacion de las respuestas celulares es que esta continuamente
presente en las células, aunque en estado inactivo. Por lo tanto, la activacion de las

vias rio abajo de NF-kB no requiere una nueva sintesis de esta proteina, lo que
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permite que NF-kB actle como respuesta primaria a los estimulos celulares dafiinos

(Navarro-Gonzélez, J. F., et al., 2011).

Las anormalidades en el metabolismo y la hemodinamica desencadenan la
activacion de numerosas moléculas y vias inflamatorias en el rifién diabético, que
en conjunto explican como estas anormalidades se traducen en dafio renal funcional
y estructural (figura 4). Este nuevo concepto de ND como enfermedad inflamatoria
es muy importante desde una perspectiva terapéutica (Navarro-Gonzalez, J. F., et
al., 2011.)

Diabetes mellitus
Hiperglicemia, hiperinsulinemia, productos finales de glicacién avanzada,
alteraciones hemodinamicas, especies reactivas de oxigeno, hormonas (Ang II)

Células inflamatorias circulantes
(monocitos, Infocitos, neutréfios)
Células renales
> Endoteliales, mesangiales, epitefales, células tubulares y podocitos.

l

Cascadas de sefalizacion
intracelular rio abajo
(MAPK, 1xB, JAK-STAT)

Quimiocinas
Moléculas de adhesion [~

[ Infiltracién renal, acumulacién y activacién celular

Dano renal

A 4

- — (=

Figura 4. Descripcidon general de las moléculas inflamatorias y las vias de sefializacién en la nefropatia
diabética. La activacion de estas vias de sefializacion resulta en infiltracion por las células inflamatorias
circulantes, lo que amplifica el proceso inflamatorio en el rifién y finalmente resulta en el desarrollo y la
progresion de la nefropatia diabética. Tomada y modificada de Navarro-Gonzalez, J. F., et al., 2011.
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1.5 Modelos de estudio

Los modelos animales, especificamente los modelos murinos, se han convertido en
el modelo experimental de eleccion para estudios preclinicos de trastornos
humanos en muchos campos, incluida la investigacion en la diabetes. Si bien
existen muchos modelos de obesidad y diabetes inducidos por dietas ricas en
grasas, la creciente apreciacion de la contribucion de las dietas de alto indice
glucémico en el desarrollo de la hiperglucemia y la resistencia a la insulina resalta
el requisito de modelos animales que representen mas estrechamente los patrones

dietéticos globales que reflejan la sociedad moderna. (Azushima, K., et al., 2017)

La disponibilidad de modelos animales relevantes de DM2 es fundamental para
dilucidar la complejidad de los mecanismos patogénicos subyacentes a esta
enfermedad y las implicaciones que esto tiene en la susceptibilidad a las

complicaciones de la propia enfermedad (Morris, J. L., et al., 2016).

El modelo utilizado en este proyecto, ya se ha establecido con anterioridad por
nuestro grupo de trabajo.

Por medio de una dieta hipercalérica-hipergllcida, se establecié un modelo con
caracteristicas asociadas a la DM2. Asi mismo este modelo presenta alteraciones
histol6gicas propias de una ND como: disminucion en el espacio de Bowman, cierre

de la luz tubular e hiperplasia, esclerosis y fibrosis (Palafox, A. C., 2017)
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

De acuerdo con la federacion internacional de diabetes (IFD), la diabetes se
encuentra entre las 10 principales causas de muerte a nivel mundial por
enfermedades no transmisibles (ENT). Uno de los principales potenciadores del
problema de la diabetes es que entre un 30 y un 80 % de las personas con diabetes

no estan diagnosticadas.

La diabetes aumenta el riesgo de muchos problemas de salud graves. Sin el
tratamiento adecuado y los cambios de estilo de vida recomendados, muchas
personas con diabetes pueden desarrollar complicaciones de entre las cuales se

destaca la ND..

La ND es una complicacion grave que ocurre en un 20% a 40% de todos los
diabéticos y es la principal causa de la ERC. Actualmente en nuestro pais el costo
del tratamiento para los pacientes con ERC es desproporcionadamente alto y de

tendencia creciente.

La ERC por lo general se inicia sin que su portador lo sepa y transcurre incluso
durante afos, ya que desde el punto de vista de los sintomas puede pasar
desapercibida y sélo se detecta de manera temprana si se realizan pruebas de

laboratorio pertinentes.

La interaccion entre factores metabolicos y hemodinamicos ha sido considerada el
elemento central en el desarrollo de la lesién renal en la DM, sin embargo, la relacion
entre inflamacion y las complicaciones, especificamente el desarrollo de nefropatia,
se ha vuelto un tema de gran interés, pero que no se han entendido completamente

en las diferentes etapas de desarrollo y progresion de la nefropatia.
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3. JUSTIFICACION

La ND es uno de los principales determinantes de morbilidad y mortalidad en
pacientes con diabetes. De no ser detectada y tratada a tiempo, la ND puede
avanzar hasta generar ERC; se sabe que entre 10 y 20% de los pacientes con
diabetes mueren por esta causa y su tratamiento a través de hemodialisis o dialisis
peritoneal, constituyen una carga economica considerable de gasto en salud.
Debido a que la hiperglucemia crénica y la hipertension, en el caso de la DT2, son
claves en el desarrollo de la ND, durante mucho tiempo el tratamiento para esta
enfermedad se centrd en el control glucémico y el bloqueo del sistema renina
angiotensina aldosterona (RAAS), sin embargo, no siempre se evita la progresion
final hacia la ESRD.

Los mecanismos moleculares patoldgicos de la ND han tomado relevancia como
herramientas para el diagndstico precoz, la prevencion del inicio y la progresion de
la enfermedad. Actualmente las estrategias terapéuticas para el tratamiento de esta
enfermedad, se centran en las vias renales intrinsecas que intervienen con la
sefializacion intracelular de las vias antiinflamatorias.

Ciertamente la inflamacion juega un papel importante en la patogénesis de la ND y
una mejor comprension de la respuesta inflamatoria en los rifiones diabéticos puede
ayudar a identificar nuevas estrategias antiinflamatorias para el posible tratamiento;
ya que a pesar del reconocimiento de la hiperglucemia como condicion necesaria
y elemento determinante para el desarrollo de la ND, los mecanismos por los
cuales conduce a la lesion renal no resolutiva positivamente, siguen siendo

desconocidos.
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4. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la inflamacion sobre la estructura y funcion renal en rata

Wistar en un modelo con nefropatia diabética.

Objetivos Especificos
En ratas macho de la cepa Wistar con 3 meses de edad:

1. Evalular la estructura renal
2. Evaluar la funcién renal

3. Valorar el estado nefro inflamatorio

5. HIPOTESIS

Hipotesis nula

El sindrome diabetogénico no genera una respuesta inflamatoria sobre la

nefrona, ni cambios funcionales y estructurales en el rifion de rata Wistar.

Hipodtesis alternativa

El sindrome diabetogénico genera una respuesta inflamatoria sobre la

nefrona y cambios funcionales y estructurales en el rifion de rata Wistar.
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6. DIAGRAMA DE TRABAJO

Ratas Wistar macho (n=24) 200g
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Grupo control (DNC) Gru_po pro_:oblema (I:JHC)
Dieta normocalérica Dieta hipercalérica
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7. METODOLOGIA

7.1 Métodos

Animales

Rata macho Wistar (190-210 gr) provenientes del Bioterio Claude Bernard de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, que se mantuvieron en condiciones
controladas de acondicionamiento con ciclos de luz y obscuridad de 12 horas y
temperatura de 19-26°C, con disponibilidad de alimento y agua "Ad libitum",
mantenidas bajo las condicideraciones establecidas por la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z0O0-1999.

Los animales fueron divididos en 2 grupos: El grupo alimentado con dieta hormo
caldrical [DNC, n=6) y el grupo con dieta hipercalérica [DHC, n=6). El grupo DHC
se mantuvo desde los 200 g con su respectiva dieta para iniciar con su induccion,

la cual fue de 3 meses. [Composicion de las dietas ver anexo 1]

Obtencidén de muestra sanguinea y muestra de orina

La muestra sanguinea fue tomada por puncion cardiaca en la rata anestesiada con
una mezcla de Ketamina y Xilazina .02 mL/ 100g por via intraperitoneal,
posteriormente fue centrifugada a 3500 rpm durante 10 minutos, posteriormente el
suero fue almacenado a -70° hasta su analisis. Para la recoleccién de orina, los
animales se mantuvieron dentro de jaulas metabolicas durante 24 h en cadena de
frio durante ese lapso, las muestras se centrifugaron a el sobrenadante se separo

y fue alamcenado a -70°, hasta su analisis.

Por kits comerciales y el espectrofotébmetro Biosystems (A-15) se realizaron las
determinaciones en suero de glucosa, proteinas totales, acidos grasos libres,
creatinina, triglicéridos, colesterol, colesterol de lipoproteina de alta densidad
(HDLc), colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDLc), el colesterol de

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLc) y de las determinaciones en orina de
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albamina, creatinina y proteinas totales. Las determinaciones de cistatina-C sérica
y urinaria se determinaron por inmunoensayo acoplado a cromatografia lateralizada
de capa fina, mediante reactivos y equipos de la casa comercial i-Chroma. Por
prueba de ELISA se cuantifico la insulina sérica y f2-microglobulina, mediante kits
comerciales (Diagndstica internacional, México) y un lector modelo StatFax 2600

(WinerLab, Argentina).

Curva de tolerancia oral a la glucosa

Para la realizacion de la curva de tolerancia oral a la glucosa, se les suspendi6 el
consumo de agua y alimento de 4 a 5 horas antes de comenzar. Se anestesiaron a
las ratas con una mezcla de Ketamina y Xilazina 0.2 mL/100g por via intraperitoneal,
se les tomo la muestra mediante puncion cardiaca y se les realizé una extraccion
de 700 uL de sangre, recolectadas en tubos sin anticoagulante para la separaciéon
de suero. Seguido de esto, se procedi6 a realizar las curvas de tolerancia oral a la
glucosa en ayuno, recolectando las muestras en tubo eppendorf a los 0, 30, 60y 90

minutos después de la carga de glucosa de 1.75 g/kg de peso. [Ver Anexo..]

Histologia

Se anestecid a cada uno de los animales con Ketamina y Xilazina 0.2 mL/100g de
cada grupo y fueron perfundidos con solucién salina isotonica, a la extraccion de los
rifiones, el correspondiente del lado derecho de la rata se corté longitudinalmente,
mantenido en refrigeracion en formalina bufferada al 4%. Posteriormente se realizo
el proceso de deshidratacion y embebido en parafina de los tejidos, lo que nos
permitié obtener los bloques del tejido, después se seccionaron en cortes de 5 um
de grosor, con ayuda de un microtomo y se montaron en laminillas para
posteriormente ser analizados.

Para cada una de las laminillas se realizaron las siguientes tinciones: Hematoxilina-
Eosina (H-E), Tricromico de Masson (TM) y Acido peryédico de Schiff (PAS).
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Después se observaron y analizaron las estructuras renales, mediante microscopia
de campo claro, de la siguiente manera:

e Analisis glomerular: Se tomaron en total 75 fotografias de diferentes
glomérulos ubicados en la region de la corteza renal en un aumento de 40x
para cada uno de los grupos experimentales.

e Analisis tubular: Se tomaron en total 75 fotografias de diferentes tubulos
ubicados en la region de la corteza y médula renal en un aumento de 40x
para cada uno de los grupos experimentales.

En lo que respecta al analisis de la evaluacion inflamatoria, ésta se realizo

mediante una reaccion antigeno-anticuerpo con marca fluorescente. De esta

manera se evaluo la expresion de IL-13,IL-6, IL-10, MCP-1, TNF-a, TGF-B1 y

KIM-1 en glomérulo, tubulos y médula renal. Se tomaron fotos de las

inmunoflourescencias con un microscopio OLYMPUS BX41 a 60x, manteniendo

las mismas condiciones de exposicion en los dos grupos experimentales. Para
el analisis densiométrico estas se examinaron con el programa ImageJ,
mediante la transformacion a escala de grises y el posterior analisis de pixeles.

Para ello se construyeron curvas de calibracion de pixeles para cada una de las

marcas de interés. Para las graficas se utilizé el programa GraphPad Prism.
Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media * el error estandar de la media

(EEM) y se evaluaron e interpretaron por analisis estadistico “t” de Student.
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8. RESULTADOS

8.1 Determinaciones Zoométricas
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Figura 5. Valoracion temporal de la zoometria. (A) Peso; (B) indice de masa corporal. grupo

normocaloérico (DNC); grupo hipercalérico (DHC). Los resultados de los parametro zoometricos

se representan como el promedio de 12 experimentos separados + EEM. (*) Indica diferencia

significativa con respecto al grupo DNC con p<0.05 por una prueba “t” de student.
En la figura 5 se muestra la valoracion de la zoometria (Peso e IMC) durante 90
dias, una vez iniciado el tratamiento. Se observa que ambos grupos aumentan de
peso constantemente, sin embargo, el grupo DHC a los 15, 30, 45, 60, 75y 90 dias,
disminuye en el peso de manera significativa un 28%, 18%, 22%, 21%, 21% y 19%
respectivamente, en comparacion con el grupo control (DNC). Asimismo, el IMC del
grupo DHC sufre cambios significativos a los 15 (19%), 30 (14%), 45 (17%) y a los

90 dias (11%), no habiendo diferencia significativa entre los dias 60y 75.

8.2 Modelo Diabetogénico tipo 2
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Figura 6. A) Curva de tolerancia oral a la glucosa y B) respuesta a la insulina del modelo
diabético tipo 2. Los resultados mostrados son el promedio de 12 experimentos separados + EEM. (¥*)
Indica diferencia significativa con respecto al grupo DNC con p<0.05 por una prueba “t” de student.



La prueba de tolerancia oral a glucosa (TOG) es una de las principales herramientas
para el diagnéstico de DT2 y resistencia a insulina (RI). La Figura 6A - B, muestra
los gréficos de la curva de TOG (A) con su respectiva respuesta de insulina (B) a
los tiempos 0, 30, 60 y 90 min. En la grafica A podemos observar que los niveles de
glucosa inician entre 90-100 mg/dL, posteriormente la curva alcanza un pico maximo
no mayor a 200 mg/dL entre los 30-60 min, finalmente la curva comienza a regresar
a condiciones basales a partir del minuto 90. La respuesta de insulina del grupo
DHC al minuto 0, 60 y 90 aumenté de manera significativa, con respecto al grupo
control, un 55%, 32% y 89% respectivamente, por lo cual el grupo DHC se mantiene

en un estado hiperglucémico - hiperinsulinémico.

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos de los parametros que hacen
referencia al perfil lipidico. La concentracion de FFA tuvo un incremento del 220%
con respecto al grupo control, por otro lado, la concentracion TAG en el grupo
problema (DHC) tuvo un incremento del 29% en comparacion con el grupo control
(Figura 8A, 8D). La concentracion de CT no se ve afectada en el grupo problema en
comparacién del grupo control. Sin embargo, se observa una distribucion diferente
en cuanto a la composicion de las lipoproteinas evaluadas en el grupo problema.
Ya que se observa un incremento del 36% y 29% en la concentracion de las LDL
(Figura 8 C) y VLDL (Figura 8F), respectivamente. Mientras que en la concentracion
de las HDL (Figura 8E) se observa el efecto contrario al haber un decremento del

37% con respecto al grupo control.
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Figura 7. Perfil lipidico en condiciones de ayuno. (FFA) Acidos grasos libres, (TAG)
Triglicéridos, (CT) Colesterol Total, HDL Colesterol (HDL), LDL Colesterol (LDL), VLDL
Colesterol (VLDL). Los resultados mostrados son el promedio de 12 experimentos separados
+ EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo DNC con p<0.05 por una prueba
“t” de student.
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Tabla 3. Caracterizacion sérica del modelo diabético tipo 2

sérica (mg/L)

90 dias
ANALITO
Grupo Grupo
DNC DHC
Creatinina 0.80+0.054 0.68+0.045
sérica (mg/dL)
Cistatina C 0.86 + 0.065 1.11+ 0.065

Los resultados mostrados son el promedio de 12 experimentos separados = EEM. (M)
Indica diferencia significativa con respecto al grupo DNC con p<0.05 por una prueba “t”

de student.

Tabla 4. Caracterizacion urinaria del modelo diabétogenico

90 dias
ANALITO Grupo Grupo
DNC DHC
Creatinina 31.00+11.11 21.00+2.817
(mg/dL)
Cistatina C 0.2583+0.02868 1.198+0.1802 1
(mg/L)
B2 337.1+£20.32 1773+152.2
microglobulina
pg/mL

Albumina mg/L

1.433+0.3730

8.517+1.487 1

Albumina/ creat
(mg/g)

5.428+0.6202

40.16+2.187 1

Proteinas/ creat

(mg/g)

13.96+2.787

668.4+252.3 1

Los resultados mostrados son el promedio de 12 experimentos = EEM. (")
Indica diferencia significativa con respecto al grupo DNC con p<0.05 por una

prueba “t” de student.
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Para evaluar la funcién renal se midieron las concentraciones plasmaticas de
creatinina y cistatina-C (Tabla 3). La creatinina medida en el grupo con DHC no
presenta cambios estadisticamente significativos con respecto al control; por otra
parte, la concentracién de cistatina-C en el grupo tratado con DHC, muestra un

aumento de 30% con respecto al control.

En la tabla 4 se muestran las concentraciones urinarias de varios marcadores de
dafo renal. La creatinina no tuvo diferencia significativa; por otro lado, la cistatina C
en el grupo tratado con DHC aumenté un 380% con respecto al control; B2-
microglobulina tuvo un aumento de 426% y la albimina aument6 507%. En relacion
al ratio albumina/creatinina y el ratio proteinas/creatinina estos aumentaron 640% y

4674%, respectivamente.

8.3 Valoracion histolégica

Células Células
parietales mesangiales

Podocitos

Espaciode
Bowmnan

Figura 8. Tincibn Hematoxilina-Eosina (HE) de una seccién de un corte de rifion del grupo
control con las estructuras sefialadas (Glomérulo, capilar, espacio de Bowman, células
parietales, células mesangiales y podocitos).
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En la Figura 8 se presenta una fotomicrografia representativa del grupo control de
en el cual se sefialan las estructuras: el glomérulo, podocitos, el espacio de

Bowman, las células parietales, mensangiales y los capilares.

Grupo Grupo
DNC DHC

PAS

' Masson

Figura 9. Tincion Hematoxilina-Eosina (H-E) [A, D]. Hiperplasia (o), Reduccion del Espacio de Bowman
(7). Tincion PAS [B, E]. Incremento de la matriz mesangial (A ). Tinciéon Tricrémica de Masson [C, F].
Aumento de fibrosis (#) .
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En las fotomicrografias de la Figura 9, podemos observar que el grupo control (Fig.
9A) muestra una estructura glomerular intacta, mientras que el grupo problema (Fig.
9D) muestra evidencias de hiperplasia glomerular y una notable reduccion en el
espacio de Bowman.

Con el analisis histoldgico de la técnica PAS podemos observar un incremento de
la matriz mesangial (Fig. 9E) con respecto al grupo control (Fig. 9B). Las lesiones
ocasionadas en el tejido renal se ponen de manifiesto con la tincion Tricromica de
Masson (Fig. 9C,F), el grupo tratado con la DHC (Fig. 9F) se observa un incremento
en la cantidad de coldgeno (esclerosis) en la capsula como en el glomérulo, con

respecto al grupo control (Fig. 9C).

En las fotomicrografias de la Figura 10, podemos observar que el grupo control (Fig.
10A) muestra una estructura tubular intacta, mientras que el grupo problema (Fig.
10D) muestra evidencias de hiperplasia e hipertrofia, se observa una disminucion

en la luz tubular.

En las fotomicrografias con tincion PAS podemos observar un incremento en la
acumulacion de matrzi extracelular (Fig. 10E) con respecto al grupo control (Fig.
10B). Las lesiones ocasionadas en el tejido renal se ponen de manifiesto con la
tincién Tricromica de Masson (Fig. 10 C,F), en el grupo tratado con la DHC (Fig. 9F)
se observa un incremento en la cantidad de colageno en los tubulos de corteza, con

respecto al grupo control (Fig. 10C).
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Masson

Figura 10. Tincién Hematoxilina-Eosina (H-E) [A, D]. Hiperplasia e hipertrofia en tubulos de corteza
(=). Tincion PAS [B, E]. Tincién Tricrémica de Masson [C, F]. Aumento de fibrosis (#) .

En las fotomicrografias de la Figura 11, podemos observar hiperplasia en el grupo
problema con la tincion H-E (Fig. 11A). En la tincion de PAS podemos observar un
incremento en la acumulacion de matriz extracelular (Fig. 11E) con respecto al
grupo control (Fig. 11B). Las lesiones ocasionadas en el tejido renal se pueden
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observar con la tincion Tricromica de Masson (Fig. 11C,F), el grupo tratado con la
DHC (Fig. 11F) se observa un incremento en la cantidad de colageno (esclerosis)

en los tubulos de médula, con respecto al grupo control (Fig. 11C).

Grupo
DNC

PAS

Masson

Figura 11. Tincion Hematoxilina-Eosina (H-E) [A, D]. Tincién PAS [B, E]. Tincion Tricrémica de Masson
[C, F]. Fibrosis () .
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8.2 Inmunofluorescencias
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Figura 12. Evaluacion de la expresién de IL-1B (A,D), IL-6 (B,E) e IL-10 (C,F) en glomérulo. Se
muestran fotomicrografias tomadas y analizadas con objetivo 60x representativas del grupo
normocalorico (DNC) [A-C] e hipercalérico (DHC) [D-F]. Andlisis densitométrico de la expresion de IL-
1B, IL-6 e IL-10 en glomérulo. U-A = unidades arbitrarias. Los valores presentados son la media de
75 mediciones individuales + EEM. (*)Representa diferencia estadisticamente significativa respecto al

grupo control p<0.05.

En el analisis de inmunofluorescencia se observa un marcado aumento en la
expresion de IL-1B, IL-6 e IL-10 en el grupo tratado con DHC (Fig. 12 D-F), en
comparacion con el grupo control (Fig. 12 A-C). Estos resultados se confirmaron
con un analisis densitométrico (Fig. 12 G) donde se observa una diferencia
significativa en la expresion de los marcadores inflamatorios IL-1 e IL-6 con un

aumento de 523% y 203%, respectivamente. Por otro lado, la IL-10, que ejerce un

efecto antiinflamatorio, tuvo un aumento del 30%.
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Figura 13. Evaluacién de la expresion de TNF-a (A, D), TGF- (B, E) y MCP-1 (C, F) en glomérulo.
Se muestran fotomicrografias tomadas y analizadas con objetivo 60x representativas del grupo
normocalérico (DNC) [A-C] e hipercaldrico (DHC) [D-F]. Analisis densitométrico de la expresion de
TNF-a,, TGF-B y MCP-1 en glomérulo. U-A = unidades arbitrarias. Los valores presentados son la
media de 75 mediciones individuales + EEM. *Representa diferencia estadisticamente significativa
respecto al grupo control p<0.05.

En la Figura 13 se presenta el panel de las fotomicrografias representativas del
grupo normocaldrico (A-C) y el grupo con dieta hipercalérica (D-F); en el analisis de
la inmunofluorescencia se observa un aumento en la expresién de TNF-o, TGF-$ y
MCP-1 en el grupo tratado con DHC, en comparacién con el grupo control. Estos
resultados se confirmaron con un analisis densitométrico (Fig. 13 G) el cual revelo
un aumento de 900% en la expresion de TNF-a, 488% en la expresion de TGF-B y
81% en MCP-1.
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Figura 14. Evaluacion de la expresion de IL-18 (A,D), IL-6 (B,E) e IL-10 (C,F) en tubulo. Se
muestran fotomicrografias tomadas y analizadas con objetivo 60x representativas del grupo
normocalérico (DNC) [A-C] e hipercalérico (DHC) [D-F]. Analisis densitométrico de la expresion de IL-
1B, IL-6 e IL-10 en tdbulo. U-A = unidades arbitrarias. Los valores presentados son la media de 75
mediciones individuales + EEM. *Representa diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo
control p<0.05.
En la Figura 14 A-C se presenta el panel de las fotomicrografias representativas del
grupo normocaldrico y el grupo con dieta hipercalérica (Fig. 14 D-F); en el analisis
de inmunofluorescencia se observa un notable aumento en la expresion de IL-1,
IL-6 e IL-10 en el grupo tratado con DHC, en comparacion con el grupo control.
Estos resultados se confirmaron con un analisis densitométrico (Fig. 14 G) donde
se observa una diferencia significativa en la expresion de IL-1B (42%), IL-6 (54%)

e IL-10 (20%).
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Figura 15. Evaluacion de la expresion de TNF-a (A,D), TGF-B (B,E, MCP-1 (C,F) y KIM-1 en tabulo.
Se muestran fotomicrografias tomadas y analizadas con objetivo 60x representativas del grupo
normocalérico (DNC) [A-C] e hipercaldrico (DHC) [D-F]. Andlisis densitométrico (I) de la expresion de
TNF-a, TGF-, MCP-1 y KIM-1 en tubulo. U-A = unidades arbitrarias. Los valores presentados son la
media de 75 mediciones individuales + EEM. *Representa diferencia estadisticamente significativa

respecto al grupo control p<0.05.

En la figura 15 en el andlisis de inmunofluorescencia se observa un aumento en la
expresion de TNF-a, TGF-B, MCP-1 y KIM-1, en los tubulos renales, en el grupo
tratado con DHC (E-H), en comparacion con el grupo control (A-D). Los resultados
observados se confirmaron con un analisis densitométrico (Fig. 15 I), en donde la

expresion de TNF-a, TGF-, MCP-1 y KIM-1 se vio aumentada un 48%, 27%, 32%

y 127%, respectivamente.
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Figura 16. Evaluacion de la expresion de IL-6 (A, C) e IL-10 (B, D) en médula renal. Se muestran
fotomicrografias tomadas y analizadas con objetivo 60x representativas del grupo normocaldrico (DNC)
[A-B] e hipercalérico (DHC) [C-D]. Analisis densitométrico de la expresion de IL-6 e IL-10 en médula
renal. U-A = unidades arbitrarias. Los valores presentados son la media de 75 mediciones individuales +
EEM. *Representa diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control p<0.05.

En la Figura 16 se muestra el panel de microfotografias representativas del grupo
normocaldrico (A-B) y el grupo con una dieta hipercalérica (C-D). En el analisis de
inmunofluorescencia se observa mayor expresion de la IL-6 e IL-10 en el grupo
problema, con respecto al control. Estos resultados se confirmaron con un analisis
densitométrico (Fig. 16 E), donde se observa una aumento significativo en la IL-6

de un 80% y en la IL-10 un 48%, con respecto al control.
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Figura 17. Evaluaciéon de la expresion de TGF-p (A, C) y MCP-1 (B, D) en médula renal. Se

muestran fotomicrografias tomadas y analizadas con objetivo 60x representativas del grupo

normocalérico (DNC) [A-B] e hipercalérico (DHC) [C-D]. Andlisis densitométrico de la expresion de

TGF-p y MCP-1 en médula renal. U-A = unidades arbitrarias. Los valores presentados son la media

de 75 mediciones individuales + EEM. *Representa diferencia estadisticamente significativa respecto

al grupo control p<0.05.
La Figura 17 muestra el panel de microfotografias representativas del grupo control
(A-B) y el grupo problema (C-D). En el analisis de inmunofluorescencia se observa
un aumento en la expresion de las citocinas proinflamatorias TGF-p y MCP-1, en
médula renal, en comparacion con el grupo control. Estos resultados se confirmaron
con un analisis densitométrico (Fig. 16 E), las graficas representativas de TGF-B y
MCP-1 muestran un incremento significativo de 63% y 84% respectivamente, en

comparacién con el grupo control.
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Figura 18. Evaluacion de la expresion de TNF-a (A, C) y KIM-1 (B, D) en médula renal. Se
muestran fotomicrografias tomadas y analizadas con objetivo 20x representativas del grupo
normocaldrico (A-B) e hipercaldrico (C-D). Andlisis densitométrico de la expresion de TNF-a y KIM-1
en médula renal. U-A = unidades arbitrarias. Los valores presentados son la media de 75 mediciones
individuales + EEM. *Representa diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control
p<0.05.

La Figura 18 muestra el panel de microfotografias representativas del grupo control
(A-B) y el grupo problema (C-D). En el analisis de inmunofluorescencia se observa
un aumento en la expresion de las citocinas proinflamatorias TNF-a y KIM-1, en
médula renal, en comparacion con el grupo control. Estos resultados se confirmaron
con un analisis densitométrico (Fig. 18 E), las graficas representativas de TNF-a y
KIM-1 muestran un incremento significativo de 96% y 105% respectivamente, en

comparacion con el grupo control.
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9. Discusion de resultados

La DM2 se caracteriza por una desregulacion del metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas, resultado de una secrecion de insulina alterada, resistencia a la
insulina 0 una combinacion de ambas (De Fronzo R. 2015). La alimentacion con
una dieta alta en carbohidratos induce en el higado y tejido adiposo la expresion de
una serie de genes que codifican las proteinas involucradas en el almacenamiento
de energia, como lo es la sintesis de acidos grasos (Corio, R. Arboneés, L., 2009).
Por otro lado, el sindrome metabdlico (SMet) que es la forma mas temprana de
determinar clinicamente los desérdenes metabdlicos y por supuesto del desarrollo
de DM2, se caracteriza por la ocurrencia simultanea de al menos tres de las
siguientes condiciones médicas, obesidad, hiperglucemia, hipertensién o
dislipidemia (Alberti, K. G. M. M., Eckel, R. H., et al., 2009). EI SMet plantea un
problema de salud publica en todo el mundo debido a su creciente prevalencia. La
prevalencia mundial de SMet varia de 10 a 84% segun la edad, el sexo, la raza, el

origen étnico y la definicion de SMet (Kaur, J., 2014).

Las ratas y los ratones son los modelos animales mas comunes utilizados en la
investigacion de SMet y DT2. Algunos de los diversos enfoques utilizados para
inducir DT2 en roedores incluyen la manipulacién de la dieta, la modificacion
genética y drogas. Panchal y Brown realizaron una revision, que sugirid
principalmente que el modelo de rata que mostraba los criterios mas cercanos al
SMet y DT2 humano fue inducido por una dieta alta en carbohidratos y grasas
(Panchal, S. K., & Brown, L. 2011). Asi mismo, por medio de una dieta hipercalérica-
hipergllcida, previamente reportada en nuestro grupo de trabajo, se establecio el
modelo con caracteristicas asociadas a la DT2 en ratas macho de la cepa Wistar,
las ratas del grupo DHC después de tres meses de induccién mostraron intolerancia
a los carbohidratos, (Figura 6A), dislipidemia (Figura 7), y presencia de
hiperinsulinemia (Figura 6B) La aparicion de hiperglucemia caracteristica de la
diabetes, si bien es signo clinico por excelencia para el diagnostico, es también uno

de los indicadores mas tardios, ya que antes de este, tienen lugar modificaciones
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en la secrecion de insulina, hiperinsulinemia compensatoria, como se observo en
nuestro grupo DHC. La hiperinsulinemia compensatoria ocurre cuando la secrecion
de la hormona aumenta para mantener los niveles normales de glucosa en sangre.
En el contexto de la RI periférica, esta sucede principalmente en el tejido muscular
y adiposo, sin embargo, cuando la hiperinsulinemia es mantenida afecta y se
presenta en multiples tejidos y 6rganos con grado-intensidad diferentes (Raven, G.
2004; Raven, G. M. 2005).

Diversos estudios indican que la resistencia a la insulina per se y los componentes
asociados del sindrome de resistencia a la insulina contribuyen al desarrollo de
diversas patologias en las que destacan las enfermedades cardio vasculares,
hipertension, disfuncidon endotelial, ateroesclerosis, dislipidemia, obesidad,
intolerancia a la glucosa y alteracion de la glucosa en ayuno, y estos a su vez al
dafo renal (McLAughlin, T., et al. 2004).

En la figura 6A (curva de tolerancia oral a la glucosa) la forma de la curva, denotada
por las pendientes positiva (del tiempo cero al 30’ en el grupo DHC y al 60’ en el
grupo DNC, y negativa del punto maximo a los 90 min, han sido ampliamente
estudiadas, y se conoce que de los 0 a los 30 minutos, la curva describe la respuesta
de los tejidos independientes a insulina para la recaptura de glucosa (principalmente
higado), mientras que de los 30-120 minutos — en el caso de humanos, y 90 minutos
en roedores - describe el consumo de glucosa por los tejidos dependientes de
insulina principalmente musculo y adiposo (Tschirtter, O., et al. 2003). En un
principio, solamente se realizaban las curvas generadas a partir de una carga de
glucosa estandarizada con el objetivo de determinar la tolerancia a carbohidratos
en los pacientes, no obstante, con el tiempo, se llegé a la conclusion de que las
curvas de glucosa no pueden interpretarse por si solas, debido a que su
comportamiento se ve influenciado directamente por la conducta de insulina, la cual
en condiciones fisioldgicas presenta el mismo tipo de curva que la glucosa, y en
prediabetes o en RI, incrementa o disminuye el area bajo la curva (AUC),

respectivamente, como se observa en nuestros resultados (Figura 6B).
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En los resultados del presente trabajo, el comportamiento del grupo DNC, muestra
la forma clasica de la curva, en donde de los 0 a los 30 min se evidencio la pendiente
positiva, mientras que la pendiente negativa se generd del minuto 60 a los 90
minutos, evidenciando la eficiencia de la insulina y una correcta secrecién que se
reflejé en un eficaz manejo de la glucosa por los tejidos periféricos. En este sentido,
es conocido que la insulina es la hormona fundamental que regula el suministro de
energia celular y el balance de macronutrientes, dirigiendo los procesos anabdlicos.
La insulina es esencial para el transporte intracelular de la glucosa a los tejidos
dependientes de la hormona, como el musculo y tejido adiposo. En éstos, la insulina
(y otras adipocinas) actia como un sensor energético, por lo que la cascada de
sefalizacion posterior a la unién de su receptor es sobre la abundancia de energia
exdgena, de esta manera se suprime la degradacion de la grasa del tejido adiposo
y Se promueve su sintesis. En las células musculares, la entrada de glucosa permite
gue el glucégeno se sintetice y almacene, y que los carbohidratos, en lugar de los
acidos grasos (0 aminoéacidos), se utilicen como fuente de energia disponible de
inmediato para la contraccion muscular. Por lo tanto, la insulina promueve la sintesis
de glucogeno vy lipidos en las células musculares, mientras que suprime la lipélisis
y la gluconeogénesis de los aminoacidos musculares. En presencia de un suministro
adecuado de aminoacidos, la insulina es anabdlica en el musculo (Petersen, M. C.,
& Shulman, G. I. 2018).

Por otro lado, en nuestro grupo de trabajo se ha descrito que el empleo de una dieta
hipercalérica por 3 meses en ratas Wistar, ocasiona un incremento en el AUC tanto
de glucosa como de insulina, como se pudo observar en nuestros grupos DHC
(Trevifio, S., etal. 2015). Este mismo comportamiento, ademas de la falta de retorno
de la glucosa a los 90 minutos, se observd en nuestros resultados para el grupo
DHC, lo cual habla de una limitante en la primera fase de control gluconeogénico
hepatico y en la segunda fase de una deficiente recaptura de glucosa por tejidos

periféricos, aun en presencia de hiperinsulinemias constantes.
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La insulina media sus acciones a través de la union a los receptores de insulina.
Toda vez que se une a su receptor, se generara una autofosforilacion y entonces
se unen y se despliegan una serie de moléculas de sefializacidon que median otras
acciones celulares de la insulina. Particularmente, la fosforilacion de la via PI 3-
guinasa promueve la translocacién de proteinas transportadoras de glucosa,
glucdégeno, y proteinas, el control de la gluconeogénesis hepética, asi mismo

promueve la sintesis de lipidos e inhibe su degradacion.

Los perfiles lipidicos de individuos con ND se han caracterizado por tener
concentraciones plasmaticas mas altas de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), colesterol de lipoproteinas de
densidad intermedia y triglicéridos, pero niveles mas bajos de HDL, este mismo
comportamiento lo pudimos observar en el perfil de lipidos de los animales del grupo
DHC (Figura 8). Reportes indican que estas anomalias lipidicas promueven la
progresion de la lesion renal, a través de distintos mecanismos. En estos, el dafio
endotelial es uno de los mas importantes. Los pacientes con niveles bajos de HDL,
triglicéridos altos y niveles normales o incluso bajos de colesterol y LDL, pero se
oculta un perfil mas aterogénico y de dafio endotelial detras de este espectro. Este
perfil incluye un aumento de la apolipoproteina B (apoB), lipoproteina (a) (Lp (a),
lipoproteina de densidad intermedia y muy baja (colesterol IDL, colesterol VLDL,;
"particulas remanentes") y pequefias particulas densas de LDL, que a menudo se
generan un proceso de dafio oxidativo, que conduce a la formacion de pequefias
lipoproteinas y a una mayor formacion de LDL oxidada (Cases, A., & Coll, E. 2005;
Weiner, D. E., & Sarnak, M. J. 2004; Shurraw S. & Tonelli M. 2006). Aunque el LDL
no suele estar elevado en pacientes con ERC, las particulas de LDL tienden a ser
mas pequefias, mas densas y mas aterogénicas en su forma. Las LDL e IDL
oxidadas, que se consideran altamente aterogénicas, aumentan. Varios estudios
han demostrado niveles elevados de LDL densa pequefia en pacientes con ERC no
dependientes de didlisis en comparacion con los controles sanos y han indicado que
la LDL densa pequefia es un factor de riesgo para el desarrollo de ERC. Debido a

la renovacion de la subfraccion de lipidos significativamente modificada, el tiempo
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de residencia de las lipoproteinas en la circulacion se prolonga, y puede generar
depdsitos de lipidos en tejidos no apropiados para ello, por lo que dicho fenédmeno
asociado a dafio se le ha denominado lipotoxicidad. La lipotoxicidad recientemente
se ha sugerido que podria ser la causa de la nefropatia diabética, en las primeras
etapas, cuando existen movilizaciones importantes de FFA en suero, triglicéridos,
lipoproteinas y cuando los cambios de glucosa son imperceptibles. En sujetos
sanos, la lipdlisis esta estrictamente regulada de modo que la particion de los
combustibles energéticos (glucosa y FFA) se adapte a las necesidades energéticas
de los diferentes tejidos, por el contrario, en enfermedades como la DM2, el flujo de
FFA aumenta de forma crénica y se cree que este aumento permanente de la
disponibilidad de FFA induce y / 0 agrava la resistencia a la insulina del higado y del
musculo esquelético. El flujo de FFA promueve la produccion de triglicéridos
hepaticos, lo que conduce a una sintesis excesiva de apoB y VLDL (Delarue, J., &
Magnan, C. 2007; Kawanami, D., et al., 2016)

En 1982, Moorhead propuso que la acumulacién de lipidos contribuye a la lesion
renal cronica (Moorhead, J. F., et al. 1982). El concepto de que el comportamiento
analogo al inducido por las lipoproteinas de baja densidad durante la aterogénesis
ocurre en los macréfagos glomerulares y las células mesangiales y contribuye a la
progresion de la glomeruloesclerosis esta respaldado por estudios de los efectos de
la modificacion de los lipidos dietéticos y los farmacos hipolipemiantes por los
grupos de Keane y Diamond, respectivamente, y otros a fines de la década de 1980
(Krasiske, B. L., et al. 1988,1991). Estas investigaciones incluyeron estudios de la
progresion de la glomerulonefritis esclerosante focal que se desarrolla
espontaneamente en la rata adiposa diabética Zucker y modelos similares
(Dominguez, J. H., et al. 2000; Maddox, D. A., et al. 2002). Durante los estados
dislipidémicos, la albamina circulante, que normalmente contiene <1 molécula de
acido graso no esterificado (NEFA) / albimina, se satura con 5—-6 NEFA (Shaffrir, E.
1958), aumentando el suministro de NEFA al rifién y a las células del tubulo
proximal, después de endocitar la albumina filtrada, constituyendo uno de los

principales mecanismos para que se genere dafio renal y progresivamente una ND.
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Ademas, los altos niveles de lipidos estan involucrados en las lesiones renales
tipicas de la obesidad e inducen dafio directo a los podocitos (Joles, J. A. et al. 2000)
Los podocitos son células dinamicas que participan principalmente en el proceso de
filtracion renal y el mantenimiento de la barrera de filtracion glomerular (GFB), pero
también participan en los mecanismos de transduccién de sefiales. Durante la Gltima
década, los podocitos se han vuelto criticamente importantes debido al
descubrimiento de mutaciones especificas en genes fisiolégicos clave que
conducen a proteinuria ( Welsh, G. I., & Saleem, M. A. 2011; Machuca, E., Benoit,
G., & Antignac, C. 2009). Los podocitos consisten en un cuerpo celular que lleva a
cabo procesos fundamentales, tanto estructurales como selectivos. Los procesos
selectivos estan asociados al mantenimiento e integridad del citoesqueleto, en los
gue la actina esta unida a la membrana basal glomerular por proteinas de adhesion
por medio de estructuras llamadas pedicelios. Es de destacar que los pedicelios de
los podocitos vecinos se interdigitan entre si y forman uniones intercelulares
llamadas diafragmas de hendidura (SD) (Leeuwis, J. W., etal. 2010). La SD consta
de varias proteinas como la nefrina, la podocina, el grupo de proteina 2 de
diferenciacion asociada (CD2AP) y la zonula occludens-1 (ZO-1) que estan
estrechamente relacionadas con el citoesqueleto de actina. Esta interaccion influye
en la movilidad celular y las vias de sefializacién en el podocito (Mundel, P., et al.
1997; Lavin, P. J., etal. 2008). La SD también se requiere para controlar la dinAmica
de la actina, la respuesta a la lesion, la endocitosis y la viabilidad celular. Una
expresion alterada o una alteracion fisica de estas proteinas desempefia un papel
clave en el rompimiento del diafragma y la pérdida de las interdigitaciones, hallazgos
morfolégicos inequivocos en el desarrollo de proteinuria (Chuang, P. Y., & He, J. C.
2009; Ha, T.-S., Hong, E.-J., & Han, G.-D. 2015). Ademas, la lesion de podocitos
gue afecta al citoesqueleto o las alteraciones genéticas en la expresion de ciertas
proteinas moduladoras del citoesqueleto se observan en diferentes formas de
glomeruloesclerosis segmentaria focal, en asociacion con proteinuria y pérdida de
los pedicelios (Mundel, P. 2002; Bijian, K., Takano, et al. 2005). Todas estas

observaciones apoyan la idea de que la regulacion del citoesqueleto de podocitos
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es critica para la funcion sostenida de la tasa de filtrado glomerular. (Ichimura, K.,
Kurihara, H., & Sakai, T. 2007; 2003). Ademas, los podocitos son Unicos entre las
células glomerulares, debido a que expresan todos los elementos de la cascada de
sefalizacion de insulina, lo que también influye en la estructura, funcién y su
supervivencia (Coward, R. J. M., et al. 2005).

Nuestros resultados muestran que el grupo DHC no modifica la excrecién de
creatinina de manera drastica por lo que no se observan diferencias significativas
tanto en suero como en orina (Tabla 3 y 4). Sin embargo, al analizar los niveles de
cistatina-C que es un biomarcador con mayor sensibilidad para determinar los
estadios iniciales de lesion renal, éste mostro incremento tanto en suero como en
orina. Asimismo, la excrecibn de albumina incrementé y por ende el ratio
albumina/creatinina  aumentdé 8 veces en relacibn a los grupos control.
Complementariamente, la relacion de proteinas totales / creatinina se vio
sumamente incrementada en las orinas del grupo DHC. Estos resultados en
conjunto sugieren datos de una ND en etapas iniciales. Al respecto se ha descrito
que, albuminuria persistente, se debe a la fuga constante de pequefas cantidades
de albumina y otras proteinas de bajo y alto peso molecular en el ultrafiltrado
glomerular. Ademas, la enfermedad renal crénica (ERC) se define de acuerdo con
las guias KDIGO con una disminucién en la tasa de filtracion glomerular (TFG) y/o
el dafio renal tal como proteinuria (> 200 mg / dia o relacion proteina / creatinina >
200 mg / g creatinina) o albuminuria (excrecion de albumina urinaria 230 mg / dia o
relacién de albumina a creatinina 230 mg / g creatinina) (GUH, J.-Y. 2010).

En un andlisis secundario del estudio modificacion de la dieta en la enfermedad
renal (MDRD, por sus siglas en inglés) indicé que disminuye progresivamente la
TFG, sélo en pacientes con proteinuria de 3 g / dia o mas (Klahr, S., et al.
1994). Estudios sobre el andlisis secundario del ensayo de intervencion de
prevencion de la enfermedad terminal renal y vascular en etapa terminal
(PREVEND-IT) encontré que la disminucién de la TFG es mas rapida en pacientes
con niveles mas altos de albuminuria (Boersma, C., Postma, et al., 2008). Por lo
gue, un cambio entre normoalbuminuria y macroalbuminuria puede ser una

condicién asociada en el desarrollo o la remisibn de la nefropatia diabética
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temprana. Ademas, el cambio de proteinuria o albuminuria es un marcador de los
cambios en la progresion de la ERC en pacientes con proteinuria leve a moderada
(Levey, A. S., et al. 2009).

La progresion del dafio funcional viene acompafada de modificaciones en la
citoestructura renal, esta se altera drasticamente en estados adaptativos desde RI
hasta diabetes como se ha demostrado tanto en modelos animales y en pacientes
(Fioretto, P., et al., 1992). Los cambios estructurales tempranos incluyen
agrandamiento del rifidn que afecta tanto a los tibulos como a los glomérulos. Este
proceso implica predominantemente hipertrofiay en menor grado, hiperplasia (Wolf,
G., 2000). EI mayor volumen glomerular y el aumento resultante en el area de la
superficie capilar mantienen la Tasa de Filtracion Glomerular (TFG) a pesar del
desarrollo de la expansion de la matriz mesangial. El dafio via hiperglicemia y la
presencia de agentes de glicacion avanzada condicionan la aparicion de eventos
proinflamatorios que terminan por ejercer un dafo vascular-endotelial, tubular y
glomerular, favoreciendo en primera instancia el desarrollo de microangiopatias,
patologia asociada a los principios de la nefropatia diabética como lo descrito en
diversos estudios (Mudaliar, H., et al., 2014; Ovidiu V.A et al., 2017; Gurley, S. B.,
etal., 2018).

Nuestros resultados concuerdan con lo anteriormente descrito, al observar estados
de glicacién asociados con los cambios estructurales en la morfologia de corteza
renal que se tifid con H&E y PAS (figura 8), donde es evidente la proliferacion celular
gue se denota con el incremento de ndcleos en el mesangio intraglomerular.
Ademas de observarse hipertrofia citoplasmatica como de matriz extracelular, que
se presenta mayormente en tubulos renales proximales y es evidenciada con la
disminucion de la luz tubular y la pérdida del borde de cepillo debido a la glicacién
de polisacaridos epiteliales y posible oxidacion de acidos grasos membranales que
favorecen el dafio tisular.

La informacion sobre los mecanismos de crecimiento se ha desarrollado
principalmente de estudios in vitro en los que, células renales se expusieron a altas
concentraciones de glucosa. Después de un periodo de proliferacion autolimitado y

corto, las células glomerulares y tubulares sometidas a hiperglucemia in vitro o in
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vivo se ha observado que altas concentraciones de glucosa, estimulan la isoforma
ERK de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK), lo que conduce a
un aumento del ciclo celular y de procesos de sobrevivencia (Awazu, M., et al. 2003;
Wolf, G., et al. 2003). En estados tempranos de diabetes como los son la Rl y el
SM, las células renales, y especialmente las células mesangiales, activan el
complejo sensible a rapamicina (MTOR) (Sataranatarajan, K., et al. 2007; Mori, H.,
et al. 2009). Esta proteina desempefia un papel clave en la regulacién de la
hipertrofia celular en érganos, como el rifion. De hecho, la inhibicion de la via de
MTOR con rapamicina, o la caida de S6K1 disminuyen la hipertrofia renal en
modelos de diabetes en roedores (Mori, H., et al. 2009). Ademas, el tratamiento
con rapamicina puede reducir el engrosamiento de la membrana basal, la
acumulacién de matriz mesangial, asi como los marcadores inflamatorios renales,
y conducir a una albuminuria significativamente menor (Yang, Y., et al. 2007)
Ademas, nuestros resultados muestran que las membranas basales de los tubulos
y la membrana basal glomerular comienzan a engrosarse y a ganar depoésitos de
colageno tras 90 dias de alimentacién con la dieta hipercal6rica como se observa
en la figura 8. El ancho de la membrana basal glomerular (MBG) a menudo supera
los 500 nm, casi el doble del valor de control. Se sabe que, en su composicion,
existe una mayor abundancia de colageno tipo IV, lamininas y nidogen / entactina,
pero otros informes han descrito un aumento en el contenido subendotelial de las
cadenas de colageno a3 (IV) y a4 (IV) y una disminucion relativa en la densidad de
las cadenas de colageno clasicas (ubicuas) a1 (IV) y a2 (IV) (Zhu, D., et al. 1994).
También puede haber una reduccidn relativa en la otra cadena de colageno a5 (1V)
(Funabiki, K., et al. 1998). Por lo tanto, el ensamblaje alterado de las cadenas de
coldgeno IV es un aspecto importante de la composicion alterada de la MBG
engrosada y puede explicar en parte la proteinuria. De hecho, el engrosamiento de
la MBG se correlaciona bien con la presencia de proteinuria y es potencialmente
reversible en terapias que reduzcan la RI, dislipidemia y la glucemia (Caramori, M.
L., et al. 2002).

El proceso de reparacion adaptativa a partir de una lesién o dafio renal puede

conceptualizarse en el contexto del patrén temporal de la fase de la lesién en si,
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esta puede dividirse en cuatro etapas; iniciacién, extensién, mantenimiento y
reparacion. La fase de iniciacion ocurre con una lesion o dafio que puede provocar
el agotamiento de la adenosina trifosfato o una lesion celular independiente de la
adenosina trifosfato, con la muerte de células epiteliales tubulares (Bonventre, J. V.,
& Yang, L. 2011) y dafio al endotelio. La reversion del insulto inicial, en la fase de
extension, la lesion de las células endoteliales produce vasoconstriccién, aumento
de la obstruccion vascular, y una mayor expresion de moléculas de adhesion que
promueven la transmigracion de las células inflamatorias. ( Jang, H. R., & Rabb, H.
2009). La lesion epitelial tubular, con células muertas y/o moribundas que forman
procesos obstructivos en las luces tubulares por procesos adaptativos de hipertrofia
y secrecion de proteina de Tamm-Horsfall (Yang, L., Humphreys, B. D., &
Bonventre, J. V. 2011). El reclutamiento de neutréfilos activados y macrofagos
inflamatorios produce una citotoxicidad adicional, lo que amplifica la lesion desde
los niveles iniciales (Jang, H. R., & Rabb, H. 2009). En un insulto autolimitante en
un rindn sano, se reduce la propagacion de la lesion durante la fase de
mantenimiento y comienza el proceso de reparacién. Las células epiteliales
tubulares maduras supervivientes sufren una desdiferenciacion y migran a areas
expuestas por necrosis y apoptosis de células tubulares (Hader, C., Marlier, A., &
Cantley, L. 2009; Humphreys, B. D., et al. 2008). Estas células epiteliales des-
diferenciadas luego proliferan, reemplazando la capa epitelial perdida (Humphreys,
B. D. et al. 2011; Schrimpf, C., et al. 2012). Los macréfagos reclutados fagocitan
restos celulares, y durante los primeros dias cambian de su fenotipo M1 inflamatorio
inicial a un fenotipo M2 pro-reparacién, apoyando la proliferacion de células
supervivientes (Lee, S., et al. 2011). Las fases finales de esta etapa de reparacion
dan como resultado que las nuevas células tubulares pierdan marcadores de la
superficie mesenquimatosa y recuperen los marcadores del epitelio tubular maduro
(Hader, C., Marlier, A., & Cantley, L. 2009). Esto va acompafiado de una resolucién
del infiltrado inflamatorio a bajas concentraciones basales (Jang, H. R., & Rabb, H.
2009). En la reparacion adaptativa prototipica no debe haber pérdida de
microvasculatura o cicatrizacion (Bonventre, J. V., & Yang, L. 2011) y ningn cambio

permanente en el numero o la morfologia de las poblaciones de células periciticas
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adyacentes a la vasculatura (Basile, D. P., & Sutton, T. A. 2012). Sin embargo, en
estados de hiperglicemia, dislipidemia y resistencia a insulina, la agresién es
constante por lo que, la regeneracion tubular a menudo es incompleta, ya sea por
sefiales intrinsecas o extrinsecas que no pueden soportar la proliferacion y la
diferenciacion en curso (Yang, L., Humphreys, B. D., & Bonventre, J. V. 2011).

Un infiltrado inflamatorio persistente (en lugar de uno que se resuelve después de
la reparacion de la lesidn) caracteriza y se asocia con cicatrices progresivas (Burne-
Taney, M. J., Yokota, N., & Rabb, H. 2005). Esto refleja la experiencia en humanos,
donde la presencia de inflamacién crénica en curso en las biopsias renales es un
marcador de peor resultado clinico (Kraus, E. S., et al. 2009). La reparacion
desadaptativa también se asocia con alteraciones en la ubicacion y el nimero de
pericitos renales (Kida, Y., & Duffield, J. S. 2011). En respuesta a la lesion tisular,
estas células se activan para convertirse en miofibroblastos responsables de la
secrecion de la matriz de colageno (Chen, Y.-T., et al. 2011; Humphreys, B. D.
2012). Por lo tanto, las alteraciones en las poblaciones de pericitos pueden influir
tanto en la supervivencia de la microvasculatura como en el depésito de colageno
ubicuo en la ERC, lo que lleva a cambios crénicos que desarrollan fibrosis renal,
como lo observamos en nuestros grupos experimentales. El dafio renal crénico
también se asocia con una expresion alterada de enzimas pro y antifibroticas, con
una expresion reducida de metaloproteinasas de matriz y un aumento de la
expresion de inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP) (Hirt-Minkowski, P.,
et al. 2014; Wang, Z., et al. 2014; Meng, X. M., et al. 2010), que inhiben aun méas
los mecanismos de adaptacion disefiados para limitar, o incluso reabsorber, fibrosis

después de insultos renales posteriores.

Sin la capacidad de regular la funcion de la nefrona en respuesta a insultos
adicionales, es probable que los cambios en la creatinina y la eTFG sean mas
marcados en el rindn dafiado que experimenta crénicamente agresiones en el
entorno diabético, lo que hace que el deterioro de la funcion en el riidn previamente
dafado sea mas facil de detectar. Es probable que, bajo estas circunstancias, la

tasa real de reparacién desadaptativa continle siendo subestimada. Claramente,
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muchas caracteristicas de la reparacion desadaptativa pueden afectar la capacidad
posterior del rifidbn para responder de manera apropiada a otros insultos agudos
(Figura 17).
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FIGURA 17. Ciclo celular y enfermedad renal crénica asociada a fibrosis progresiva. En la fase de
reparacion inicial después de la lesion, las células pueden detenerse en la fase G2 / M, liberando citocinas y
factores de crecimiento que promueven la retencion de células inflamatorias dentro del rifién y la inflamacion
continua. Los estimulos conducen a la disociacion del pericito del endotelio, lo que lleva a la rarefaccion
microvascular y al depoésito progresivo de colageno | por los miofibroblastos que surgen de los pericitos
activados. Reparacién desadaptativa que ocurre después de una IRA adicional en el contexto de la enfermedad

renal crénica (ERC). Figura modificada de Ferenbach y Bonventre, Nat Rev Nephrol.

Particularmente, en la ND, los macrofagos y las células T se acumulan en los
glomérulos y el intersticio, incluso en las primeras etapas de la enfermedad. El
reclutamiento de células inflamatorias esta en funcidn del espectro inflamatorio
caracteristico de las citocinas proinflamatorias, que son producidas tanto por el
tejido renal y redundantemente por los leucocitos residentes e infiltrados, y
establecen un ciclo inflamatorio. Las citocinas e interleucinas mas relevantes son la
interleucina-1p (IL-1pB), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y el interferén-y (INF-
Y) pueden inducir a las células renales residentes a producir quimiocinas. Los
elementos del medio diabético, como la glucosa alta y los productos finales de

glicacién avanzada (AGE), también son potentes estimuladores de la produccion de
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guimiocinas. Las quimiocinas mas importantes incluyen interleucina-8 (CXCL38),
proteina quimio-atrayente de monocitos-1 (MCP-1), proteina inducible por interferén
(CXCL10), proteina inflamatoria de macréfagos-1 (MIP-1/CCL3) y RANTES (CCL5)
(Garcia, P.M., et al. 2014; Donate, J., et al. 2015).

Diferentes acciones de las citocinas han estado involucradas en la patogénesis de
la ND (Navarro-Gonzalez, J. F., et al. 2008; 2011). IL-13 estimula la produccion de
prostaglandina E y la liberacion de fosfolipasa A2, participando en el desarrollo de
anomalias hemodinamicas intraglomerulares. La actividad de IL-13 también esta
relacionada con una mayor permeabilidad de las células endoteliales vasculares. La
IL-6 desempefia un papel en facilitar la infiltracion de neutrofilos del tdbulo-
intersticio, influye en la dindmica de la matriz extracelular y promueve la hipertrofia
renal general, el engrosamiento de la membrana basal glomerular, la hipertrofia de
los podocitos y la detencion del ciclo celular, que se correlaciona con la albuminuria.
IL-18 estimula la liberacién de interferbn gamma y otras citocinas, aumenta la
expresion de moléculas de adhesion e induce apoptosis de células endoteliales. Se
han observado niveles séricos elevados de IL-18 en pacientes con
macroalbuminuria, lo que sugiere un papel en el desarrollo de complicaciones
microvasculares renales. Temprano en el curso de la diabetes, tanto las células
glomerulares como las tubulares muestran niveles aumentados de expresion de
ARNmM de TNF-a. TNF-a tiene multiples acciones: induccién y diferenciacion de
células inflamatorias, citotoxicidad en células renales, activacion de apoptosis,
hemodindmica glomerular alterada, aumento de la permeabilidad endotelial
vascular y aumento del estrés oxidativo. TNF-a ejerce sus acciones bioldgicas a
través de la interaccion con 2 receptores de superficie celular, TNF-a receptor 1
(TNFR1) y 2 (TNFR2), que han mostrado un valor prometedor como nuevos

biomarcadores prondsticos de ND (Tabla 5) (Hojs, R., et al. 2016).
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Tabla 5: Citoquinas involucradas en la inflamacién renal diabética.

Citoquinas

ICAM-1

VCAM-1

MCP-1

TNF-a

IL-1B

IL-6

IL-18

Adiponectina

Leptina

Resistina

Papel en la inflamacion renal diabética

Molécula de adhesién que facilita la adhesion e infiltracidn leucocito-
endotelial en el rifdn diabético.

Molécula de adhesién que facilita la adhesion e infiltracién leucocito-
endotelial en los rifiones diabéticos.

Quimio-atrayente que promueve el reclutamiento de macroéfagos en los
rifones diabéticos.

Promueve la produccién de especies reactivas de oxigeno, induce
lesiones celulares y aumenta la permeabilidad endotelial.

Estimula la expresion de moléculas de adhesién celular y factores de
crecimiento profibréticos y aumenta la permeabilidad endotelial

Promueve la proliferacion mesangial, la hipertrofia glomerular, la
produccién de fibronectina y aumenta la permeabilidad endotelial.

Aumenta la produccién de otras citocinas (ICAM-1, IL-13, TNF-a) e
induce la apoptosis de las células endoteliales.

Reduce el estrés oxidativo, la produccién de TNF-a y la adhesidn
endotelial leucocitaria

Induce el estrés oxidativo, la inflamacidn, la hipertrofiay la
proliferacién de las células vasculares del musculo liso, y altera la
funcién endotelial.

Promueve la expresion de MCP-1, VCAM-1, endotelina-1y la
proliferacién de células vasculares del musculo liso

Tabla tomada y modificada de Andy K. H. Lim and Gregory H. Tesch, Mediators of Inflammation.

Nuestros resultados muestran que existe un incremento importante en la produccion

de citocinas e interleucinas proinflamatorias glomerulares (Figura 11 y 12), que

correspondieron ala IL-1B3, IL-6, TNF-a, TGF-B y MCP-1, asi como en menor medida

a la interleucina anti-inflamatoria IL-10, en el grupo DHC. Como ya se mencioné,
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dichas citocinas presentan efectos pleiotropicos y pueden ser mayormente e
sintetizadas por las diferentes células que conforman al glomérulo, tras una
estimulacion adecuada, sin embargo se producen constitutivamente. Al
incrementarse, estas permiten no sélo la propagacion temprana sino también
respuestas y adecuaciones celulares que con relacion al estimulo lleven a la
resolucién de la respuesta inflamatoria. Las citocinas exhiben una interaccién
extremadamente compleja entre ellas y con otros mediadores: (1) cascadas, es
decir, una citocina que induce o activa una segunda, (2) bucles de amplificacién, es
decir, factores que regulan su propia sintesis; (3) modulacion inducida por citocinas
de la expresion, afinidad o funcién del receptor; (4) efectos biolégicos aditivos o
sinérgicos de las citocinas individuales; (5) efectos inhibitorios de un factor sobre las
acciones de otro, ya sea directa o indirectamente a través de la induccion de
antagonistas de receptores bioldgicamente inactivos, receptores solubles o
moléculas de unidén, y (6) cambios en las tasas de transcripcion y modificaciones
tanto traduccionales como postraduccionales de la citocina (Ostendorf, T., Burg, M.,
& Floege, J. 1996).

El incremento sostenido de las citocinas en los glomérulos parecen desempefiar un
papel importante en el proceso de cicatrizacién o reparacién celular, al promover
factores estimulantes de colonias (CSFs, por sus siglas en inglés). Los CSFs, son
producidos por las células glomerulares, contribuyen al reclutamiento, la
maduracion, la proliferacion y la supervivencia de los macrofagos. (Kelley, V. R. et
al. 1994). Por lo tanto, se ha demostrado que la adicion de CSF granulocitos-
macréfagos a los co-cultivos de células mesangiales y monocitos mejora la
adherencia de los monocitos a las células mesangiales, y los granulocitos-
macrofagos exhiben una mayor actividad citotoxica en estas células. (Brady, H. R.,
et al. 1992). Lo anterior en conjunto a nuestros resultados sugiere fuertemente que
durante el proceso de reparacion glomerular (Figura 9F) asociados al dafio
generado por los diferentes efectores de la ND, regulan la infiltracion, maduracion y
el numero de macrofagos renales (Neugarten, J., et al. 1995). Ademas, las citocinas

e interleucinas en este sitio especifico pueden afectar directamente a las células
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mesangiales, regulando al alza el numero y la su expresion de receptores Fc para

complejos inmunes IgG (Santiago, A., et al. 1991).

Existe una gran cantidad de datos disponibles para invocar las llamadas citocinas
inflamatorias en la propagacion de la lesion glomerular, dos citocinas importantes a
este respecto son IL-1B y el factor de necrosis tumoral (TNF-a), los cuales pueden
ser producidos por células glomerulares residentes e infiltradas. IL-1B y TNF-a
exhiben propiedades similares y acciones sinérgicas (D. H. Lovett, et al. 1985).
También estan altamente regulados a través de antagonistas de los receptores y
receptores solubles con el fin de limitar espacial y temporalmente sus acciones. A
través de sus diversos efectos sobre los leucocitos circulantes, IL-18 y TNF-a
favorecen su localizacion en los tejidos, también activan el endotelio y otras células
residentes (como las células mesangiales) para liberar factores quimiotacticos
(Cotran, R. S., & Pober, J. S. 1989). Dentro de los factores quimiotacticos
recientemente descritos se encuentra la proteina quimiotactica monocitica 1 (MCP-
1), esta es uno de los biomarcadores nuevos recientemente estudiados. Esta
proteina se expresa en sitios de lesién e inflamacion y dirige el reclutamiento de
macrofagos, que se unen al receptor de quimiocinas para promover la adhesion de
macrofagos. Hasta la fecha, se ha demostrado la sobre expresion de MCP-1 durante
patologias renales. Los estudios que han demostrado el incremento de MCP-1 han
incluido trastornos renales metabdlicos (diabetes mellitus), inmunoldgicos (nefritis
lUpica) y genéticos (enfermedad renal poliquistica autosémica dominante) (Barbado
J, etal. 2012; Murea. M, et al. 2012; Hanemann, A. L. P., et al. 2013). De igual forma
MCP-1 puede estimular directamente a los macréfagos para que secreten TGF-f lo
cual promueve la produccién de matriz extracelular. Por otra parte, la sefializacion
de MCP-1 a través de CCL2 en células mesangiales humanas induce la sintesis de
ARNmM y proteina de fibronectina mediante un mecanismo que implica la produccion
de TGF-B1 y la activaciéon de NF-kB en estas células, contribuyendo de manera
importante la acumulacion de matriz mesangial y fibrosis. MCP-1 juega un papel
importante en la glomeruloesclerosis diabética, sin embargo, no siempre afecta la

acumulacién de macrofagos glomerulares (Tesch, G. H. 2008).
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Dentro del panel de citocinas, el TGF-$ es una molécula efectora catalogada como
un importante mediador en la fibrosis renal, regulada por las vias de sefializacion
dependientes y no dependientes de Smad (Sutariya, B., Jhonsa, D., & Saraf, M. N.
2016). En las células no estimuladas, los Smads se desplazan constitutivamente
entre el citoplasma y el ndcleo. Tras la estimulacion del ligando, los Smads se
acumulan en el nacleo como la formacion del complejo R-Smad/Co-Smad, lo que
conduce a una disminucién en su tasa de exportacion nuclear (Sutariya, B., et al.
2016; Wada, J., et al. 2015; Zhang, Z., et al. 2016). El complejo Smad se une al
ADN junto con otros factores de transcripcién e interacta con la maquinaria de
transcripcion general para regular la expresion de aproximadamente 100-300 genes
diana (Zi, Z., Chapnick, D. A., & Liu, X. 2012). Entre estos genes diana se incluyen
los que son importantes en el desarrollo de la fibrosis, el inhibidor del activador del
plasminégeno-1 (PAI-1), el colageno tipo | y la fibronectina. Diversos estudios
sugieren que una alta concentracion de glucosa sensibiliza a las células
mesangiales a los efectos de TGF-B, y esto contribuye a los cambios patolégicos
gue se observan en la ND como la acumulacién de matriz extracelular y la fibrosis
glomerular, tubular y medular, que a su vez afectan la funcion renal provocando
hiperfiltracion y proteinuria (Isono, M., et al. 2002).

Por otro lado, se ha reconocido que IL-6 posee propiedades antiinflamatorias,
ademas de un importante estimulador de la proliferacion de células mesangiales,
por lo que esta intimamente vinculada con el desarrollo de nefritis mesangio-
proliferativa, sin embargo, estos estudios ilustran el problema de atribuir un
fendmeno bioldgico a una causa especifica. Ademas, otros estudios han descrito
que el incremento de IL-6 en rifidbn observa una imagen que se asemeja al rifion de
mieloma humano. Datos en cultivos celulares sobre la actividad proliferativa de IL-
6 para las células mesangiales han arrojado resultados controvertidos (Horii, Y., et
al 1989; Floege, J., et al. 2008; Abbott, F. 1992; lkeda, M.1992). Sin embargo, la
mayor cantidad de evidencias concluyen que IL-6 es un mediador importante, pero
poco probable en la proliferacion de células mesangiales y la acumulacion de matriz
mesangial. Asimismo, La IL-10 es producida por las células T helper 2 (Th2) y

desempefia un papel importante en la limitacion de la cascada de activacion de
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citocinas proinflamatorias y la regulacion negativa de las respuestas inmunes
mediadas por células T (Mysliwska J, et al. 2005). Se ha demostrado que el
tratamiento a ratas con IL-10 reduce la proteinuria, el estado inflamatorio y la lesion
renal (Huang, X.R., et al. 2000) EIl polimorfismo genotipo CG IL-10 -1082G / A, se
relaciona con una mayor expresion de esta citocina, se asocié con nefropatia en
DM2. En nuestro estudio, el grupo con HCD presentaron niveles glomerulares mas
altos de IL-10 que el grupo DNC, lo cual esta de acuerdo con otros estudios. Este
resultado podria explicarse parcialmente por un mecanismo compensatorio, en el
gue los niveles plasmaticos de IL-10 aumentan como consecuencia de los niveles
plasmaticos mas altos de citocinas proinflamatorias INF-y, TNF-a e IL-6 en
pacientes y modelos con nefropatia para regular el estado inflamatorio, ya que IL-
10 es una citocina antiinflamatoria. La correlacion significativa entre las citocinas
proinflamatorias y la IL-10 observada en este estudio puede corroborar esta
hipbtesis. Este aumento compensatorio en los niveles de IL-10 también podria
prolongar el curso de la nefropatia en pacientes con DM.

Por otro lado, el andlisis de tdbulos de la corteza y médula renal (Figuras
14,15,16,17) mostré que las principales citocinas e interleucinas de inflamacion se
encontraron significativamente mas elevadas (IL-1B, IL-6 y TNF-a). Asimismo, las
proteinas quimiotacticas MCP-1 y TGF- mostraron dicho incremento. Finalmente,
el incremento de Kim-1 en tejido y -2 microglobulina que se consideran moléculas
predictoras del dafio, mostraron incrementos significativos en sus respectivos sitios
de andlisis (Figuras 15H y 18D). Lo anterior sugiere fuertemente que, tras 3 meses
de administracion de una dieta hipercalérica, se crea un microambiente
proinflamatorio, que amplifica la lesion tisular y que muestra evidencias de ND en
sus estadios tempranos. Esto esta en concordancia con algunos estudios
encontrados en la literatura (Navarro-Gonzalez, J. F., & Mora-Fernandez, C. 2008;
Lim, A. K. H., & Tesch, G. H. 2012).

El tubulointersticio juega un papel fundamental en la patogénesis de diversas

enfermedades renales, y el grado de dafo tubulointersticial esta fuertemente

asociado con el prondéstico renal. Por lo tanto, los marcadores tubulares de lesién
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renal pueden ser capaces de reflejar el grado de dafio renal sostenido en pacientes
diabéticos. En este sentido se sabe que, las células tubulares renales, también son
capaces de producir citocinas, como se observa en nuestros resultados (Figura 14,
15) incluida la IL-1pB, que interactian con otras citocinas y actla de manera autocrina
y paracrina agravando el dafo renal. La IL-1p se une a su receptor IL-1RlI, iniciando
la transduccion de la sefalizacion de la proteina de respuesta primaria de
diferenciacion mieloide 88 (MyD88), reclutamiento del factor 6 asociado al receptor
de TNF (TRAF-6 ) y la activacion del factor nuclear kappa B (NFkB) del complejo
con IkB. Posteriormente NFkB migra y se transloca en el nucleo lo que finalmente
conduce a varios eventos, como la acumulacion de matriz extracelular y
tubulofibrosis (Murray, K. N., et al. 2015), lo cual pudimos observar en nuestros
resultados (Figura 10 E,F). Ademas, esta cascada de sefalizacion incrementa la
produccion de TNF-a, el cual puede actuar de forma autocrina y paracrina sobre sus
receptores TNFR-1y TNFR-2 a lo largo de la nefrona. TNFR-1 también se expresa
en todos los tipos de células, mientras que TNFR-2 se expresa limitado a las células

inmunes.

Los desencadenantes tanto autocrinos como paracrinos que comprometen la
integridad capilar y activan los precursores de miofibroblastos durante la ERC
pueden derivar de células inflamatorias / inmunes y del epitelio del tabulo estresado,
lo cual esta mediado por MCP-1 ( Hanemann, A. L. P., et al. 2013). Debido a que
los tubulos y los capilares pueden lesionarse simultdneamente durante el o los
estimulos censados, puede producirse isquemia, por lo que es dificil elucidar y
distinguir el orden, en este contexto, de el o los factores de activacion mas
proximales que impulsan la disociacion endotelial-pericito/fibroblastos, la
rarefaccion capilar y la proliferaciéon de miofibroblastos (Lan, R., et al. 2012; Suzuki,
T., et al. 2001).

Sobre la base de estas observaciones, postulamos que los tubulos sometidos a

multiples factores de dafio durante la regeneracién, no logran diferenciarse

correctamente, lo que provoca que exista una sefalizacion indirecta a través de
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multiples vias profibroticas y secretar péptidos fibrogénicos en el intersticio,
instigando fibrosis (Venkatachalam, M. A., et al. 2010), obligando a estados de
desdiferenciacion, migracion y proliferacion. Para este propoésito, el epitelio
superviviente produce y secreta factores de crecimiento, citocinas e interleucinas
como lo observamos en nuestros resultados (Figura 14 B,F) ( Bonventre, J. V., &
Yang, L. 2011; 2003; 2004) Estos eventos de sefalizacién y secrecion son
necesarios para la regeneracion normal, pero deberian cesar cuando los tabulos se
recuperen, sin embargo, esto no sucede ya que los animales acondicionados con
dieta hipercaldrica, no cesan en los estimulos. Por lo tanto, la persistencia de la
sefializacion proliferativa en el epitelio indiferenciado detenido en crecimiento que
sufre atrofia es inherentemente anormal. Se ha demostrado que los tubulos atroficos
estan involucrados en una sefalizacion patolégicamente aumentada a través de las
vias en las cuales se involucra insulina, asi como otras hormonas implicadas en
SMet y DM, tal como las vias de PI3K-Akt-mTOR, ERK-MAPK, JNK-MAPK y TGF-
B, con una expresidén notablemente aumentada de péptidos profibroticos PDGF-B,
CTGF y TGF-B, como se ha demostrado en otros estudios (Lan, R., et al. 2012;
Geng, H.,et al. 2009; Geng, H., et al 2012).

Sin embargo, el dafio del tubulo, por si solo, puede ser suficiente para producir el
espectro completo de la patologia intersticial. Los infiltrados de miofibroblastos y
monocitos / macrofagos se desarrollaron exclusivamente alrededor de los tibulos
proximales dafiados selectivamente como se ha observado en secciones tefiidas
para a-SMA mostraron claras relaciones de epitelio regenerador con miofibroblastos
en el intersticio circundante con fibrosis desarrollada alrededor de los tubulos
afectados en ambientes hipoxicos (Fujigaki, Y., et al. 2004; Yuan, H.-T., et al. 2003).
Los tubulos lesionados, los capilares peritubulares y las células intersticiales a
través de mecanismos activados localmente tienen la ventaja de circunscribir la
respuesta fibrética y minimizar la disociacién de la funcion de la nefrona y la
perfusién vascular, como se puede observar en las microfotografias del grupo DHC
tanto con la tincion de PAS (Figura 10E) como con la tricromica de Masson (Figura
10F).
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FIGURA 18. Inflamacion y enfermedad renal cronica asociada a fibrosis progresiva. Los
eventos patoldgicos en tdbulos e intersticio interactian para producir fibrosis tubulointersticial. (A)
Diagrama esquematico de (panel izquierdo) tubulo-intersticio normal y (panel derecho) fibrosis
tubulointersticial temprana. Los fibroblastos residentes en el intersticio pueden o no tener relaciones
intimas con los capilares peritubulares y las membranas basales de los tdbulos. El primer tipo
también se ha denominado pericito. Después de la lesion, este tipo de fibroblastos / pericitos se
desprende de los capilares, iniciando eventos patolégicos que causan desintegracion capilar y
rarefaccién, asi como la transformacion y proliferacion de miofibroblastos. Este proceso es ayudado
e impulsado por células inflamatorias, principalmente monocitos y células inmunes residentes,
incluidas las células dendriticas. (B) Diagrama esquematico que ilustra las interacciones de
retroalimentacion del ciclo vicioso entre la patologia del tibulo y la patologia intersticial que potencian
la atrofia del tibulo. Modificado de referencia. Figura tomada y modificada de Venkatachalam MA,
Griffin KA, Lan R, Geng H, Saikumar P, Bidani AK. Am J Physiol Renal Physiol.

Por otro lado, KIM-1 una proteina que se ha establecido como biomarcador tubular,
se ha reportado como detector temprano de lesion renal tubular. Esta es una

glucoproteina transmembrana tipo 1 marcadamente regulada en las células
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epiteliales del tabulo proximal renal lesionado y en regeneracion. Aunque se
expresa predominantemente en areas con dafio tubulointersticial, caracterizado por
la presencia de macréfagos, dilatacion tubular y fibrosis (Van Timmeren, M. M., et
al 2006). La proteina KIM-1 se localiza principalmente en la membrana apical de
las células y la expresion de esta molécula en los tubulos renales media la
fagocitosis de las células apoptéticas, de igual forma protege al rifdn después de
una lesion aguda al regular a la baja lainmunidad innata y la inflamacién. Las células
epiteliales renales que expresan KIM-1 estan tipicamente desdiferenciadas,
caracterizadas por una pérdida de la membrana del borde en cepillo y la expresion
de proteinas mesenquimatosas como la proteina de filamento intermedio vimentina
(Zhang, Z., & Cai, C. X. 2016). Como biomarcador KIM-1 es una proteina expresada
en la membrana apical de las células del tubulo proximal renal y refleja el dafio
tubular en las etapas tempranas de la enfermedad renal en pacientes diabéticos
(Han, W. K., et al. 2002; Van Timmeren, M., et al. 2007). Aunque en nuestro trabajo
se vio expresada en las etapas tempranas del desarrollo de la ND. En algunos
estudios se ha demostrado que los niveles urinarios de este marcador tubulares
durante la progresion de ND reflejan no solo la gravedad de la lesion renal sino
también el grado de fibrosis tubulointersticial. Ademas, los estudios han demostrado
gue el tratamiento con agentes bloqueantes del sistema renina angiotensina redujo
la excrecién urinaria de KIM-1 en paralelo con una reduccion de la presion
sanguineay la excrecion de albimina en la orina (Nielsen, S. E., et al. 2012; Nielsen,
S. E. et al,, 2009). En el presente estudio, la expresién de KIM-1 aumentd en
concordancia con el estado dismetabdlico. Esta manifestacion de elevacion del nivel
detectable de KIM-1 muestra claramente que, con la progresion y duracion de la
ND, hay una interrupcion de la funcion renal y un aumento en la gravedad de la
inflamacion renal, que al parecer supera el umbral de anti inflamacion (IL-10), la
inflamacion y dafio tubular fue corroborada con los niveles de cistatina C y 3-2
microglobulina urinaria, los cuales incrementaron significativamente en conjunto con
el ratio albumina/creatinina. Por lo que, los resultados sugieren fuertemente que
estos marcadores urinarios pueden ser Utiles para detectar pacientes con mayor

riesgo de progresion a ERC en la practica clinica.
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Descripcion general de la patogénesis de DN y biomarcadores asociados. En glomérulos sanos, la capa de
células endoteliales fenestradas, la membrana basal y los podocitos forman una fuerte barrera de filtracién que
es impermeable a las proteinas de alto peso molecular como la albimina. Los factores hemodinamicos y
metabdlicos relacionados con la ND, como la dislipidemia, la hiperglucemia, resistencia a insulina y los AGEs
generados, inducen cambios fenotipicos progresivos que conducen a la eliminacién de los podocitos, el
engrosamiento de la membrana basal, la acumulacion de matriz extracelular glomerular y la fibrosis
tubulointersticial. Estos factores inician cambios patoldgicos a través de la activacion de una cascada de
mediadores en diferentes etapas durante la progresion sistemética de la enfermedad, como las citocinas, los
factores de crecimiento, las proteinas de alto peso molecular y los exosomas. La evidencia del papel de estos
mediadores en el inicio y la progresion de la ND puede revelarse en la orina y usarse como biomarcadores
predictivos para evaluar la condicion. ND = nefropatia diabética; AGE = productos finales de glicacion avanzada;
IL-6 = interleucina-6; IL-1 = interleucina-1; MC-P1 = proteina quimioatrayente de monocitos 1; TNF-a = factor
de necrosis tumoral alfa; RAAS = sistema renina-angiotensina-aldosterona; miRNA = microRNA; ROS =
especies reactivas de oxigeno; RAGEs = receptor para AGEs; TGF-B1 = factor de crecimiento transformante-
B1; CTGF = factor de crecimiento del tejido conectivo. Tomada y modificada de Campion CG, Sanchez-Ferras
O and Batchu SN. Can J Kidney Health Dis.
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10. Conclusioén

En el presente estudio tras alimentar por 3 meses con una dieta hipercalérica a ratas
macho de la cepa Wistar se logré establecer un modelo de caracteristicas

dismetabdlicas y diabetogénicas tipo 2.

En dichos animales al evaluar la funcién renal se pudo establecer cambios de la
citoestructura de los glomérulos, tubulos corticales y tdbulos medulares, que
concuerdan con estadios tempranos de nefropatia diabética. Ademas, la evaluacion
de la funcidon renal mostr6 un decaimiento de la selectividad glomerular y la

reabsorcion tubular.

Estos cambios estructurales y funcionales se asociaron fuertemente con un estado
inflamatorio — profibréticos estipulado por las diferentes citocinas e interleucinas
estudiadas, las cuales se incrementan de manera importante en los glomérulos,

tubulos corticales y tubulos medulares.

Finalmente, estos cambios estructurales — funcionales — inflamatorios incrementan
biomarcadores urinarios de deteccion temprana, lo cual no se ha reportado en
etapas tempranas del desarrollo de nefropatia diabética y los cuales puedes ser
Utiles para detectar pacientes con mayor riesgo de progresion a ERC en la practica

clinica.
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12. ANEXOS

1. Composicién de las dietas

Dieta normocalorica Dieta hipercalorica

Composicion (DNC) (DHC) % calorico Kcal/g | % calorico Kcal/g
porcentual LabDiet 5001 (%) (MX/E/2013/047377) (%) LabDiet 5001 DHC
Carbohidratos 48.7 71.4 56.36 77.82
Proteinas 23.9 7.3 13.02 7.95
Acidos grasos 5.0 5.8 27.66 14.22

Fibra (cruda) 5.1 0.0 2.95 0.0
Cenizas 7.0 3.5 0.0 0.0

Total 90.4 88.0 99.99 99.99

2. Fundamentos

Determinacion de la concentracién de triglicéridos.

La concentracion sérica de triglicéridos, se realiza por quimica liquida mediante
reacciones acopladas que corresponde a una reaccién coloreada que se evalla por
espectrofotometria, en la cual los triglicéridos se hidratan mediante una lipasa, en
la cual se obtienen glicerol y acidos grasos libres, el glicerol reacciona con ATP
contenido en el reactivo reaccién propiciada por la enzima glicerol cinasa,
resultando glicerol-3-fosfato y ADP, el glicerol-3-fosfato se oxida por una reaccion
acoplada por una G-3-P-oxidasa dicha reaccion tiene por productos
dihidroxiacetona-P y perdxido de hidrogeno, este reacciona a su vez con 4-
aminoantipirina y 4- clorofenol mediante una peroxidasa obteniéndose una reaccion

coloreada de quinonaimina que es medida a una longitud de onda de 505 nm.

. LFL )
Triglicéridos + H20 ——— Glicerol + Acidos grasos libres
Glicerolquinasa
Glicerol + ATF WGSP +ADP

GaiP + 02 — DAP + H202
H202 + 4AF + pClorofencl % Qlinona + H2O



Determinacion de la Concentracion de Colesterol

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun
la reaccién siguiente:

Colesterol

Esteres colesterol + H20 Colesterol + Acidos Grasos

Colesterol + O2 4-Colestenona + H202

Colesterol oxidasa
—

2H202 + Fenol + 4-Aminofenazona —FfereXidasa s Quinonimina + 4H20

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de colesterol
presente en la muestra ensayada, que es medida a una longitud de onda de 505

nm.
Determinacion de Colesterol de Lipoproteinas de alta densidad (HDLc)

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL)
presentes en la muestra, precipitan en presencia de fosfotungstato y iones
magnesio. El sobrenadante contiene las lipoproteinas de elevada densidad (HDL),
cuyo colesterol se cuantifica espectrofométricamente mediante las siguientes

reacciones acopladas:

. Colesterol esterasa L.
Colesterol esterificado + H20 — > Colesterol + Acido graso

Colesterol oxidasa

Colesterol + O2+ H20 —— > Colestenona + H202

Peroxidasa

2 H202 + 4-Aminoantipirina + Fenol — > Quinonaimina + 4 H20
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3. Histologia

Tincion de Hematoxilina-Eosina
¢ Fundamento

Esta técnica utiliza dos colorantes: en primer lugar los cortes se someten a la accion
de la hematoxilina, colorante basico, que se une a cualquier sustancia que tenga
grupos acidos, tales como los grupos fosfato del ADN y a las proteinas nucleares
gue poseen carga negativa. A continuacion, los cortes se someten a la accion de la
eosina, colorante débilmente &cido, que colorea a las estructuras basicas. Aquellas
estructuras con un pH intermedio se tefiirdn con ambos colorantes. Esencialmente
la hematoxilina tifie los nucleos de color azul negruzco, con buen detalle intracelular,
mientras que loa eosina tifie el citoplasma celular y la mayoria de las fibras del tejido

conectivo con distintas tonalidades de rosa, naranja y rojo

Tincion Tricromica de Masson

¢ Fundamento
Esta es una tincion diferencial y policromica que emplea tres colorantes. Son la
hematoxilina (colorante nuclear), la fucsina (colorante citoplasmico) y el azul de
anilina (colorante del conjuntivo). Esta tincion es util para poner de manifiesto las
fibras de colageno, y el conectivo en general, en comparacion células musculares o

epitelios.

Tincion de PAS

¢ Fundamento
Esta tincion se utiliza para evidenciar la presencia de grupos aldehidos formados
por oxidacién previa de los hidratos de carbono.
El fundamento de la reaccion consiste en oxidar los tejidos mediante el acido
peryédico para incrementar el numero de grupos carbonilos (aldehidos o cetonas)

presentes en ellos. Posteriormente, se trata la muestra con el reactivo de Schiff que

89



reacciona con dos grupos aldehidicos contiguos dando lugar a una coloracion rojo-

purpura caracteristica.

Inmunologia
¢ Fundamento

Las técnicas de Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia se fundamentan en la
reaccion Antigeno - Anticuerpo. Un primer anticuerpo se dirige contra la proteina de
interés (antigeno) y la reconoce generando una interaccion fuerte, el anticuerpo que
no interactlia con su antigeno es removido y se coloca un segundo anticuerpo, el
cual tendra como fin reconocer al primer anticuerpo acoplado a su antigeno, como
esta reaccion es incolora se utiliza, para la IHC: reaccién enzima-sustrato, entre el
segundo anticuerpo que se acopla a peroxidasa y su sustrato diaminobencidina,
gue convierten al cromdégeno sin color en un compuesto coloreado que permite
identificar el lugar donde se depositaron los anticuerpos reaccionantes, en depositos
anaranjados-cafés; y para la IF: anticuerpos conjugados con un fluoréforo que al ser
excitados en el microscopio de epifluorescencia nos permiten evidenciar la

presencia de los anticuerpos unidos.

90



	1.1 Nutrición y transición nutricional
	1.2 Diabetes
	1.2.1 Diagnóstico

	1.2.2 Diabetes tipo 2
	1.3 Nefropatía Diabética
	1.3.1 Fisiopatología
	1.3.2 Cambios estructurales
	1.3.3 Pérdida de la función renal
	1.3.4 Valoración de la función renal

	1.4 Inflamación en la nefropatía diabética
	1.5 Modelos de estudio
	2. DEFINICION DEL PROBLEMA
	3. JUSTIFICACIÓN
	4. OBJETIVOS
	5. HIPOTESIS
	6. DIAGRAMA DE TRABAJO
	7. METODOLOGÍA
	8. RESULTADOS
	8.1 Determinaciones Zoométricas
	8.2 Modelo Diabetogénico tipo 2
	8.3 Valoración histológica
	9. Discusión de resultados
	10. Conclusión
	11. Bibliografía:
	12. ANEXOS

