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Resumen

La nefropatia diabética es una de las principales complicaciones de la
diabetes. Esta induce la pérdida de podocitos, células importantes en el
proceso de filtracion glomerular que definen la evolucion del dafio renal. Se
tiene evidencia de que en la capsula de Bowman (CB) existe una poblacion
de células progenitoras con propiedades de auto-renovacion y que
posiblemente se diferencien a podocitos o células del tibulo proximal. Gasl
(Growth Arrest Specific protein 1) es una proteina que inhibe el ciclo celular
en la transicion de la fase GO a la fase S, también se conoce su actividad
como agente proapoptético. Recientemente se ha descrito la expresion de
Gasl en células glomerulares renales y su papel como inhibidor endégeno
de la proliferacién celular. Por lo anterior, es posible que Gasl tenga un
papel importante en la activacién de células progenitoras renales en etapas

tempranas de la diabetes.

En este proyecto se describe la expresion de Gasl en la CB. Los
resultados obtenidos por inmunofluorescencia muestran que la diabetes
disminuye la expresion de Gasl en la CB y aumenta la expresion de NCAM
(marcador de células progenitoras) en esta misma estructura. El andlisis por
WB muestra que en diabetes hay un aumento en la expresion CD24
(marcador de células progenitoras renales). Se analizé la expresion de PAX2
en células de la CB en condiciones normales y diabéticas. También se
evalud la expresion de WT-1 en la CB, en el grupo control se observaron
alguna células WT-1*. Sin embargo, en diabetes el numero de células WT-1*

aumenta.

Estos resultados sugieren que, la perdida de GAS1 favorece la
activacion de células progenitoras renales de la CB y que estas,
posiblemente se podrian diferenciar a podocitos, al adquirir marcadores

especificos como WT-1.



Abstract

Diabetic nephropathy is a common complication of diabetes. Diabetic
nephropathy induces the loss and damage to podocytes, which are important
cells in the glomerular filtration process. The loss of podocytes defines the
evolution of kidney damage. There is evidence that in the Bowman's capsule
exist a subpopulation of progenitor cells with self-renewal properties and
possibly this cells can differentiate into podocytes or proximal tubule cells.
Gasl (Growth Arrest Specific protein 1) is a protein that inhibits cell cycle in
the transition of the phase GO to S and is a pro-apoptotic agent. Recently, it
has been described GAS1 expression in renal glomerular cells and its role as
an endogenous inhibitor of cell proliferation. Based on the findings described
above, it is possible that Gasl plays an important role in the activation of

renal progenitor cells in early stages of diabetes.

In this study the expresion of Gasl was described in the Bowmna's
capsule. Immunofluorescence results shows that diabetes decreased the
expresion of Gasl in the Bowman's capsule and increase the expresion of
NCAM (a progenitor cell marker) in the same estructure. Western Blot
analysis show that diabetes increases the expresion of CD24 (a specific
marker of renal progenitor cells). PAX2 expression was analyzed on cells in
the Bowman’s capsule in normal and diabetic conditions. We also analized
the expresion of WT-1 (a podocyte marker) into the Bowman's capsule, we
found that in control conditions there are some WT-1" cells but under

diabetes the number of WT-1* cells increases.

These results suggest that loss of Gasl expresion in the Bowman's
capsule favors progenitor cells activation in the Bowman's capsule showed by
increased expression of CD24 and NCAM and possibly these cells
differentiate into podocytes as shown by increased number of WT-1+ cells in

the Bowman's capsule, all these in early stages of diabetes.
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1. Introduccién

En el mundo hay mas de 347 millones de personas con diabetes y se
estima que para el 2030 sera la séptima causa de mortalidad a nivel
mundial. En México la diabetes es una de las principales causas de muerte.
En el 2011, de 100 mil defunciones el 70% fue por diabetes. Se sabe que de
cada 100 mil ingresos hospitalarios por alguna complicacion de diabetes, 24

mil son de tipo renal.

La nefropatia diabética, es una de las complicaciones severas de la
diabetes. El dafio renal inducido por diabetes origina alteraciones en la
estructura renal, principalmente en el glomérulo. Estas alteraciones
promueven la pérdida de podocitos, células epiteliales glomerulares
importantes para el proceso de filtracion renal. La evolucion de la
nefropatia diabética depende de la perdida de podocitos y la alteracién en la
filtracion renal, en casos severos se desarrolla insuficiencia renal cronica. Los
podocitos son células altamente diferenciadas y que poseen una muy baja
proliferacion celular, es por esto que, frente a un insulto como la diabetes, los

podocitos tengan un mecanismo deficiente para compensar su pérdida.

Debido a la importancia que representan los podocitos en el desarrollo
de la nefropatia diabética, se han propuesto posibles mecanismos de
compensacion ante la pérdida de podocitos posterior a un insulto. Un
mecanismo que se propone se relaciona con células progenitoras renales.
Recientemente se ha descrito, que a nivel glomerular hay una subpoblacién
de células progenitoras renales, que posiblemente frente al dafio o perdida
de los podocitos, se activan y diferencian a podocitos para compensar la
pérdida inducida. Con todo esto, en este proyecto se analiza el papel que

tienen estas células progenitoras renales en dafio inducido por diabetes.
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2. Marco tedrico
2.1. El sistema renal

El sistema renal representa un eje importante y fundamental para el
organismo. Esta formado por érganos denominados rifiones, localizados en
la cavidad retroperitoneal, los cuales estan en comunicacién con la vejiga
mediante estructuras conocidas como uréteres. Dentro de las funciones mas
importantes que lleva acabo el sistema renal se encuentran el mantenimiento
del equilibrio entre el volumen del liquido extracelular (LEC) y la osmolaridad
existente entre los compartimentos fisiolégicos. También tiene otras
funciones como: la regulacion del pH, el mantenimiento del balance de iones
(Na*, K*, Ca*?, Mg*?, Cl, HCO?*, PO4%, SO4%), la excrecion de sustancias de
desecho (creatinina, urea, acido Urico, farmacos, sustancias toxicas entre

otros), asi también, la produccion y secrecibn hormonal (renina y

eritropoyetina).t

2.1.1. Elrifidn y la nefrona.

El rifidn se divide macroscépicamente en dos zonas, una zona externa
denominada corteza y una zona interna denominada médula. Ambas zonas
renales estdn conformadas por la nefrona, unidad funcional del rifién. La
nefrona es una serie de tdbulos perfectamente ordenada, que realiza los
procesos de filtracion, reabsorcién y secrecion. La nefrona esta constituida
por el glomérulo, el tdbulo contorneado proximal, el asa de Henle
(ascendente delgada y descendente), el tubulo distal y los tabulos colectores.

Un riidn humano contiene aproximadamente entre 1- 1.5 millones de

nefronas.?
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2.1.2. El glomérulo

El glomérulo es la Unica estructura esférica de la nefrona y es donde
se lleva a cabo el proceso de filtracion renal. EI glomérulo tiene un polo
urinario que lo conecta con el tdbulo contorneado proximal y un polo
vascular, donde se localizan las arteriolas, aferente y eferente. Al mismo
tiempo, se destacan dos zonas glomerulares, una zona interna o visceral,
formada por los capilares intraglomerulares, células mesangiales (que dan

soporte a los capilares) y los podocitos, células epiteliales que rodean a los

capilares glomerulares.> y una zona externa o parietal en el glomérulo

(Figura 1). Esta zona esta formada principalmente por la membrana basal de
Bowman o capsula de Bowman (laminina Il y IV, colageno 1V,
heparansulfato, proteoglicanos), adheridas a esta membrana hay una

monocapa de células parietales o células de la capsula de Bowman.

a

- Zona parietal
o

"' Polo urinario

Zona visceral

Figura 1. Representacion esquematica del glomérulo.
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2.1.2.1. Los podocitos

Los podocitos estan formados por un cuerpo celular primario del cual

emergen prolongaciones (constituidas por filamentos de tubulina y actina)
denominados procesos podélicos primarios y secundarios.* Los procesos

podélicos secundarios se interdigitan con otros procesos podalicos,
confiriéendoles a los podocitos mayor estabilidad, una nula motilidad y, lo mas
importante, formando el diafragma en hendidura.® En conjunto las células
endoteliales de los capilares intraglomerulares, la membrana basal
glomerular (formada por sialoproteinas y glicoproteinas) y el diafragma en
hendidura forman la barrera de ultrafiltracion, que juega un papel

determinante en el proceso de filtracién renal. ©

2.1.2.2. Células parietales de la cdpsula de Bowman.

Las células parietales (CP) son células epiteliales escamosas, con un
grosor de 0.1-0.3 pum. Son células poligonales, aplanadas y con escasas
microvellosidades (0-2 por célula). En ellas se ha identificado a la proteina de
filamentos intermedios citoqueratina 8. En las células epiteliales parietales
Cldnl, Cldn2, Ocludina y ZO-1 se han descrito como proteinas de la union
estrecha.” Algunas funciones de este tipo celular son:

= Formar una barrera de permeabilidad selectiva.

= Captacion de albumina. Las CP capturan albumina mediante
endocitosis, en condiciones del alta concentracion de albumina
(como en enfermedades nefréticas).

= Contractilidad.

= La CP poseen un cilio primario. Este cilio es responsable de
inducir un incremento del calcio intracelular en la CP que

modula la expresion de genes.®
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2.1.2.3. Células progenitoras de la capsula de Bowman.

Recientemente se ha descrito que en la capsula de Bowman, existe
una subpoblacion de CP que presentan caracteristicas de células
progenitoras, las cuales bajo ciertas condiciones fisiologicas, pierden
gradualmente las caracteristicas de células progenitoras para diferenciarse a
podocitos.

Figura 2. Subpoblacion de células progenitoras en la capsula de Bowman en ratas
hembra Wistar. C) Inminofluorescencia de Cindl y NCAM. D) Inminofluorescencia
de NCAM y CD24. Tomado de Remuzzi et al. (2011)°.

Remuzzi y colaboradores, evaluaron la expresion  por
inmunofluorescencia de Cldnl (Figura 2), y de marcadores del fenotipo de
células progenitoras, NCAM (proteina que se expresa en el mesénquima
metanéfrico durante nefrogénesis) y CD24 (marcador de células progenitoras
renales), y observaron que habia coexpresidbn de estas proteinas,
demostrando que en la capsula de Bowman, existe una subpoblacion de

células progenitoras renales.
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)
NCAM+ WT1+
4] ®

NCAM- WT1+
P
-

Figura 3. Fotomicrografia representativa de CPR. Se observan tres poblaciones
distintas de células progenitoras en la capsula de Bowman. Proteinas NCAM?,
WT1*. Tomado de Remuzzi et al. (2011)°.

También se describi6 que en estd subpoblacion de células
progenitoras existen un tipo de células que Unicamente expresan marcadores
de células progenitoras (NCAM™*), asi como células progenitoras transitorias
gue coexpresan marcadores de células progenitoras y podocitos (NCAM* y

WT1%) y células aiin mas diferenciadas, los podocitos parietales (WT1%). 9

Claudin1* 5
S~ 100% __—

-;"

}

1

Células progenitoras Células transicionales Podocitos

Figura 4. Representacién esquematica de la poblacion celular identificada en la
capsula de Bowman. Modificado de Remuzzi et al. (2011)°.
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2.2.

Diabetes

Existen patologias donde se afecta la estructura renal, una de ellas es

la diabetes. La diabetes es un trastorno metabdlico que se caracteriza por

altas concentraciones de glucosa en sangre. Existen 3 tipos de diabetes:

cardiopatia,

extremidades inferiores y dafio rena

Diabetes tipo 1 conocida comunmente como diabetes infantil,
juvenil o insulinodependiente, donde existe una produccion
deficiente de insulina.

Diabetes tipo 2 conocida como diabetes no
insulinodependiente 6 de la edad adulta, donde la insulina
actua ineficazmente.

Diabetes gestacional, que es un estado hiperglucémico durante
el embarazo. Debido a la resistencia a la insulina que provocan

las hormonas del embarazo.

Se conoce que la diabetes incrementa el riesgo de padecer

accidente vascular cerebral, retinopatia, neuropatia de
[ 10

2.2.1. Nefropatia diabética

La nefropatia diabética, es una de las complicaciones de la diabetes.

La nefropatia diabética es un sindrome caracterizado por la presencia de

proteinuria y alteraciones en la tasa de filtracion glomerular. La nefropatia

diabética es una de las principales causas de insuficiencia renal cronica

(IRC).
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La nefropatia diabética es una de las complicaciones mas severas de
la diabetes, ya que las personas que la padecen no solo sufren dafio renal,
también desarrollan problemas cardiovasculares. Una vez que los pacientes
diabéticos desarrollan IRC, se estima una sobrevida a 5 afios (para

aproximadamente el 50% de los pacientes).

En el mundo existen alrededor de 347 millones de personas con
diabetes, el 40 % desarrolla insuficiencia renal. *° En México, de cada 100

ingresos hospitalarios por complicaciones de la diabetes, 24 son del tipo

renal. Durante el 2011, de 100 mil defunciones el 70% fueron por diabetes,

principalmente por complicaciones renales. 12

2.2.2. Alteraciones glomerulares inducidas por la diabetes

La diabetes induce alteraciones renales, principalmente a nivel
glomerular como:

= Engrosamiento de la membrana basal glomerular (MBG). En
diabetes, es el primer evento de dafio glomerular que ocurre. La
MBG esté constituida por colageno tipo IV, laminina 521 (a5B21) y
heparan  sulfato  proteoglicanos  (HSPGs), sintetizados
principalmente por podocitos. El engrosamiento de la MBG se
induce principalmente por la disminucion en la produccion de
enzimas que degradan la matriz extracelular (metaloproteinasas
de matriz extracelular) y un aumento de sus inhibidores.

= Secundario al engrosamiento de la MBG, ocurre la expansion
mesangial, que es el incremento de proteinas de la matriz
extracelular de las células mesangiales (colageno tipo IV, V y VI,

lamininas y fibronectina), seguido de la hipertrofia celular.




CINVESTAV- IPN DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

= Por ultimo hay una disminucién en el niumero de podocitos, que
puede ser consecuencia de diferentes mecanismos, siendo los
mas importantes:
o Inhabilidad de proliferar y restauracion frente a un insulto.
o Desprendimiento de los podocitos de la MBG y de los
capilares intraglomerulares. Posiblemente por la pérdida de

sus procesos podalicos.

°  Induccién de apoptosis. 12

Estas alteraciones comprometen el proceso de filtracion, que a su vez
define la evolucién del dafio renal. El estrés oxidativo y la formacion de

cuerpos avanzados de glicosilacion (AGE’s), juegan un papel determinante

en las alteraciones renales inducidas por diabetes.

a) Glomérulo normal a) Glomérulo en diabetes

Incremento de la matriz
extracelular mesangial

MBG

Hipertrofia de células
mesangiales

Células endoteliales

Capsula de
Bowman

Células mesangiales .
Reduccion en el

numero de podocitos  Engrosamientode
laMBG

Figura 5. Cambios glomerulares caracteristicos en diabetes. Modificado de
Jefferson et al. (2008)“.
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2.2.3. Cuerpos avanzados de glicosilacién: AGE’s

Los AGE’s son macromoléculas formadas no enzimaticamente. En
diabetes hay altas concentraciones de glucosa en sangre, permitiendo su
interaccion con proteinas, lipidos y acidos nucleicos (se glicosilan) formando
los AGE’s. Los AGE’s se forman extracelularmente por glucosa e
intracelularmente  por dicarbonilos. Los AGE’s extracelularmente
interaccionan con sus receptores RAGE, y con otras proteinas de unién

como OST-48, 80k-H y galectina-3 e inducen varios eventos intracelulares.
15, 16

2.2.4. Los AGE’s y los podocitos.

En el podocito de ha descrito la expresién del RAGE. Una vez que los
AGE’s se unen a su receptor RAGE, se activan la NAPDH oxidasa, PKC,
factores de trascripcion NF-kB, y hay aumento de la actividad de factores de
crecimiento como TGF-B entre otros. También promueve alteraciones en la
expresion de matriz extracelular (MEC), principalmente de colageno Iy IV y
la expresion de proteinas apoptoticas como FOX04 y BIM. Todo esto induce
el aumento en el estrés oxidativo y la expansion de la matriz extracelular de
los podocitos generando el engrosamiento de MBG y el despegamiento y
apoptosis del podocito. Esto tiene como consecuencia la reduccién en el

namero de podocitos en el glomérulo y el desarrollo del dafio renal. 17,18

10
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2.3. Gasl

Gasl (Growth Arrest Specific protein 1) es una proteina de 37 kDa,
que tiene 345 aminoacidos. Estructuralmente estd conformada
principalmente por a-hélices. Algo caracteristico es que en su dominio
carboxilo terminal tiene una hoja B-plegada. Es una proteina de membrana
extracelular (anclada a la membrana por su fraccion glicosilfosfatidilinositol).
Tiene una homologia del 76% entre humano y murino. Se expresa en el
sistema nervioso, el pulmon, el masculo esquelético, la glandula mamaria, la

prostata, las células endoteliales y el rifion.

Gasl participa en la inhibicion del ciclo celular, principalmente en la

transicion de la fase GO a la fase S. Se conoce su actividad como agente
proapoptotico, especialmente en neuronas del hipocampo.19 Se ha mostrado

previamente que Gasl actlia como co-receptor en la via de Hedgehog (HH),
por la cual inhibe la proliferacién celular, al inhibir ciclinas D1 y D2

).20

(mecanismo que aun no ha sido totalmente caracterizado Adicionalmente,

se conoce que Gasl interviene en la via del GDNF (Factor Neurotréfico

Derivado de células Gliales), importante en la morfogénesis renal. %!

Previamente se ha demostrado que Gasl se expresa en células
glomerulares, donde podria actuar como un inhibidor enddégeno de la

proliferacion celular. Modelos experimentales de dafio renal han demostrado

una disminucion de la expresion del mMRNA de Gas1.%?

Recientemente se describié la expresion de Gasl en la capsula de
Bowman (Dr. Pablo Benito Bautista Garcia, datos no publicados) y un
hallazgo reciente de nuestro laboratorio mostrO que durante las fases
tempranas de un modelo de diabetes experimental en rata, disminuye la

expresion de Gasl en la cdpsula de Bowman.

11



CINVESTAV- IPN DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

Es probable que la disminucion de Gasl en la CB favorezca la
activacion y diferenciacion de células progenitoras renales, las cuales

podrian participar en el reemplazo de los podocitos durante la evolucion de la
nefropatia diabética.

12
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3. Justificacion

La nefropatia diabética es una de las complicaciones de la diabetes.
Produce una disfuncién de la unidad de ultrafiltracion glomerular conduciendo
al desarrollo de albuminuria e insuficiencia renal cronica. La patogénesis
renal en la diabetes es compleja y los mecanismos que intervienen estan
pocos dilucidados. Sin embargo, se ha descrito que induce despegamiento,
hipertrofia, transformacion epitelio-mesénquima y apoptosis de los

podocitos. 232 La disfuncién y apoptosis de los podocitos, definen la

progresién del dafio renal. 4

El papel de GAS1 no ha sido descrito en el rifién. Sin embargo, se ha
observado la expresion de GAS1 en la capsula de Bowman y en tubulo distal

(Dr. Pablo Benito Bautista Garcia, datos no publicados).

Se tiene evidencia de que en el glomérulo, especificamente en la
capsula de Bowman, existe una sub-poblacién de células progenitoras
renales (CPR) con propiedades de auto-renovacion y que posiblemente se
diferencien en podocitos.? Se ha propuesto que frente a un insulto que
induzca dafio glomerular, caracterizado principalmente por la pérdida de
podocitos, estas CPR se activan. No se sabe bajo qué mecanismos, estas
células progenitoras de la capsula de Bowman se activan y diferencian en

26

podocitos. Por lo tanto, en un modelo experimental de diabetes, la

disminucién de Gasl en la cipsula de Bowman durante fases tempranas,
podria favorecer la proliferacion y/o activacion de las células progenitoras,
iniciando su diferenciacion a podocitos para compensar la pérdida inducida

por el dafio renal.

13
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4. Hipotesis

Debido a que Gasl podria inhibir la proliferacion y diferenciacion de
las células progenitoras en la capsula de Bowman, es posible que la
disminucién de la expresion de Gasl durante las fases tempranas de la
diabetes, favorezcan la activacion de las células progenitoras, facilitando el
reemplazo de podocitos perdidos durante la evolucion de la nefropatia

diabética.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general.

Evaluar si la disminucién en la expresion de Gasl en la capsula de
Bowman favorece la activacion de células progenitoras epiteliales

glomerulares en un modelo de rata diabética.

5.2 Objetivos especificos

e Evaluar si la disminucion en los niveles de expresion de Gasl
favorece la aparicion de CD24 y NCAM, marcadores de células

progenitoras en la capsula de Bowman.

e Evaluar si la disminucion en los niveles de Gasl favorece la expresion
de proteinas embrionarias renales en la capsula de Bowman como
PAX2.

e Evaluar si la disminucién de Gasl inhibe la pérdida de podocitos en un

modelo de diabetes experimental murina.

14
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6. Materiales y Reactivos

6.1. Reactivos.

6.1.1. Induccion de diabetes experimental.
e Estreptozotocina Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA).
e Citrato de Sodio No. catalogo 3646 J.T. BAKER (Center
Valley, PA, U.S.A).

6.1.2. Cuantificacion de proteinas por método de Lowry
e DC Protein Assay Reagent S No. Catalogo #500-0115 BIO-
RAD (México, D.F).
e DC Protein Assay Reagent A No. Catalogo #500-0113 BIO-
RAD (México, D.F).
e DC Protein Assay Reagent B No. Catalogo #500-0114 BIO-
RAD (México, D.F).

6.1.3. Cuantificacion de creatinina por el método de Jaffé.
e Solucion Estandar de creatinina.
e Solucién de NaOH 0.75 N
e Solucion de Ac. Picrico al 0.04 M

e Solucién de Ac. Tricloroacético (TCA) al 35%.

6.1.4. Anticuerpos Primarios
e PAX2 anti-conejo No. Catalogo 71-600 Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).
e NCAM anti-cabra No. Catalogo Sc-1507 Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).
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WT-1 anti-conejo No. Catalogo Sc-192 Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

Gasl anti-conejo ProSci (Poway, CA, USA).

Ac-Histona H4 anti-conejo No. catalogo Sc-34263 Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

Dendrina anti-cabra No. catdlogo Sc-167616 Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

CD24 anti-raton No. catalogo 551133 BD Pharmingen (San
Diego, CA, USA)

Nefrina anti-cabra Sc-19000 Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA).

6.1.5. Anticuerpos secundarios.

Alexa Fluor 594 pollo anti-conejo Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA).
Alexa Fluor 488 burro anti-cabra. Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA).

6.2. Materiales.

Centrifuga No. Catalogo 541712 Eppendorf
Centrifuga G5-GR BECKMANK

Mini-trans Blot cell No. Catalogo 153BR BIO-RAT
Fuente de poder para WB Power Pat 200 BIO-RAT.
Potenciometro No. 41 BECKMANK

Agitador No. Catalogo 65904 MagMix

Vortex M16715 Barstead Thermolyne International.
Cubre y portaobjetos Carnin

Jaula metabolica y de diuresis 3700M022 TECNIPLAST

16
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7. Metodologia
7.1. Animales experimentales.

Se utilizaron ratas hembras Wistar (n=20) con peso de 200-250g, que
se mantuvieron con ciclos de 12/12 h luz/oscuridad a una temperatura de 22
+ 1 °C vy 50 + 5% de humedad. Los animales recibieron agua y comida ad
libitum. Se dividieron en dos grupos: grupo control (n=5) y grupo
experimental (n=15). Al grupo experimental se le indujo diabetes tipo 1,
mediante la administracion intravenosa de estreptozotocina (STZ) en una
dosis de 60 mg/Kg 27?8, diluida en amortiguador de citrato de sodio (pH 6.0).

Al grupo control Unicamente se le administré por via intravenosa citrato de
sodio. Después de 3 dias, se midio la concentracion de glucosa en sangre
con el glucometro OneTouch Ultra (Milpitas, CA, USA), para confirmar la
induccion de diabetes. Los grupos experimentales, posterior a la induccion
de diabetes, fueron sacrificados a la primera, segunda y tercera semana

respectivamente.

7.2. Cuantificacion de proteinas urinarias por el método de Lowry.

Los animales se aislaron en jaulas metabdlicas por 24 h, antes de su
sacrificio para obtener muestras de orina. En una caja multipozos, se
depositaron 10 pl de muestra de orina de cada grupo (dilucién 1:10), mas 25
pl del reactivo A+S y 200 pl del reactivo B. Para el desarrollo de color, las
muestras se incubaron por 15 minutos, al resguardo de la luz. La
absorbancia se midié en el equipo Infinite M200 pro (Tecan System, San
Jose , CA, USA) a 650-750 nm.
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7.3. Cuantificacion de creatinina por método de Jaffé.

7.3.1. Cuantificacién de creatinina en suero.

Preparacion de muestras de suero (precipitacion de proteinas). En un tubo
Eppendorf de 0.6 ml, se adicionaron 20 pl de suero (grupo control y
experimental.), 260 pl de agua desionizada, 20 pl de TCA al 35%, se agitan y
se centrifugan a 3500 rpm por 10 minutos, se recupera el sobrenadante. Para
el desarrollo de color, se ocup6 una caja multipozos y se adicionan 125 ul de
muestra (sobrenadante), 50 pl de Ac. picrico y 50 pl de NaOH. Se deja
reposar 20 minutos (evitando contacto con la luz). La absorbancia se midid
en el equipo Infinite M200 pro (Tecan System, San Jose , CA, USA) a 650-
750 nm.

7.3.2. Cuantificaciéon de creatinina en orina.

En una caja multipozos, se depositaron 250 pl de muestra de orina de cada
grupo (dilucién 1:100) y se adicionan 100 pl de Ac. picrico y 100 pl del
NAOH. Para el desarrollo de color, las muestras se incubaron por 20
minutos, al resguardo de la luz. La absorbancia se midié en el equipo Infinite
M200 pro (Tecan System, San Jose , CA, USA) a 520 nm.

7.4. Tejido renal.

Se obtuvieron los rifiones de los grupos control y diabéticos. Los

rinones se decapsular y se removio la corteza. La corteza renal se deposito

en solucion Ringer-Krebs Bicarbonato.
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7.5. Aislamiento de Glomérulos totales.

Una vez que se obtuvo la corteza renal, se realiz6 un homogenado. El
homogenado se tamizé por una malla de No. 120 y se lavé con Ringer Krebs
bicarbonato frio, la suspension obtenida se tamizé por una malla de No. 220,
los residuos que quedaron en la malla se lavaron con Riger Krebs,
obteniéndose la suspension glomerular. Esta suspension se centrifugd por
15 minutos (menor a 1000 RPM). Se remueve el sobrenadante y se
resuspenden los glomérulos con RIPA por 30 min. Previamente se sénica y
se centrifuga por 15 minutos (14000 RPM), se recupera el sobrenadante y se

almacena a -70°C.

7.6. Analisis por Western Blot.

El anélisis por WB se realiz6 como se ha descrito previamente. 2° Las
muestras de glomérulos totales de los grupos control y diabéticos fueron
preparadas en una dilucion de 1:5 en Laemmli 5X con urea (5M). Cada
muestra contenia 80 pg de proteina. Se desnaturalizaron las muestras
mediante ebullicion por 12 min. Las proteinas se cargaron en geles SDS-
PAGE al 10% y se corrieron a 70 V por 3 h. El Estandar de peso molecular
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, -USA), se corrio en paralelo.
Las proteinas fueron transferidas a membrana de fluoruro de polivinilideno
(Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden). Para bloquear la unién
inespecifica de las proteinas, se incubaron las membranas con caseina 3X
(VECTOR, sp-5020; Burlingame, CA, USA) 1h, a temperatura ambiente. Las
membranas se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario
NCAM, Gasl, histona H4, dendrina, nefrina, CD24 y PAX2 (dilucién 1:500).
Respectivamente dendrina, nefrina, histona H4 y CD24 fueron incubadas con
HRP anti-cabra, conejo y ratén por 1 hy Gasl, NCAMy PAX2 se incubaron
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con biotinilado anti-conejo y anti-cabra por 20 minutos, posteriormente a los
lavados se utilizaron los reactivos para deteccion de WB ECL (Amersham,
GE Healtcare, Buckinghamshire, UK). La quimioluminiscencia se detect6 en
el sistema de imagen EC3 (UVP, Biolmaging Systems, Cambridge, UK). La
densidad de las banda de cada proteina se cuantificO por transmitancia

densitométrica (UVP Biolmaging Systems Software).
7.7. Criopreservacion del Tejido.

Las muestras de rifién se prepararon para inmunofluorescencia como
se ha descrito previamente 2°. Se realizaron rebabandas de 0.5-0.7 cm de
ancho inmediatamente se incubaron en 2-metilbutano (Aldrich M3, 263-1;
Milwaukee, WL, US) por 1 minuto a temperatura ambiente y 5 minutos en
nitrégeno liquido. Las rebanadas se guardaron en papel aluminio
perfectamente etiquetado y se almacenaron en nitrogeno liquido (las

muestras son viables hasta por 6 meses).
7.8. Inmunofluorescencia

De las muestras de rifidn criopreservadas, se realizaron rebanadas de
8 pum de grosor en el criostato Leica CM150 (Wetzlar, Germany) y se
montaron en portaobjetos gelatinizados y se almacenaron a -70°C.

7.8.1. Inmunofluorescencia por método de citrato de Sodio.

Los cortes de fijaron con paraformaldehido al 4% durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron 20 minutos en citrato de
sodio 10 mM pH 6.0 a temperatura de 80-90°C durante 20 minutos y 20
minutos a temperatura ambiente. Se permeabiliz6 con PBS+ TWEEN 20 1X
(Sigma- Aldrich, p-7949; St. Louis, MO, USA) por 10 minutos y se bloqueod
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con albumina libre de IgG (Research Organics, 1331-A; Cleveland, OH, USA)
por 1h a temperatura ambiente. Se incubo toda la noche con el anticuerpo
primario anti GAS1, NCAM, dendrina (dilucion 1:50). Se usaron anticuerpos
secundarios Alexa Fluor 594 pollo anti-conejo y Alexa Fluor 488 burro anti-
cabra.(dilucion 1:100). La inmunofluorescencia se evalu6 usando el

microscopio confocal (TCS-SP2, Leica, Heidelberg, Alemania).

7.8.2. Inmunofluorescencia por fijacion con metanol.

Los cortes de fijaron con metanol durante 10 minutos a -4°C. Se
permeabilizé6 con 1% de Triton 100-X por 10 minutos a temperatura
ambiente. Después se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X vy se
bloqued con albumina libre de IgG (Research Organics, 1331-A; Cleveland,
OH, USA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Se incubé toda la noche
con el anticuerpo primario NCAM, PAX2 y WT1 (dilucién 1:50). Se usaron
anticuerpos secundarios Alexa Fluor 594 pollo anti-conejo y Alexa Fluor 488
burro anti-cabra (diluciéon 1:100). La inmunofluorescencia se evalu6 usando

el microscopio confocal (TCS-SP2, Leica, Heidelberg, Alemania).

7.9. Andlisis de datos

Los resultados se expresaron como media + desviacion estdndar (SD).
Para la comparacion de grupos multiples se empleo el analisis de varianza
(ANOVA). Una p<0.05 se considerd estadisticamente significativa. La

prueba de Dunnett se empled como prueba post-hoc.
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8. Resultados

8.1. Modelo de diabetes en ratas.

En este proyecto se utilizaron ratas diabéticas inducidas por la administracion
de STZ. Para comprobar si los grupos experimentales mantenian altas
concentraciones de glucosa, se evaluaron indices glucémicos tanto del grupo

control como de los grupos experimentales.

Los grupos experimentales de 1, 2 y 3 semanas con diabetes,
mantienen indices hiperglucémicos en promedio de 400 mg/dL en

comparacion con el grupo control (Gréafica 1).

CONTROL 1aSEMANA 2a SEMANA 3a SEMANA

DIABETES

Grafica 1. Niveles de glucosa en sangre del grupo control y de los grupos
experimentales de 1, 2 y 3 semanas con diabetes. Grupo control (administracion de
amortiguador de citrato de Sodio 500 pl i.v.). Grupo experimental (administracion de
STZ 60 mg/kg + citrato de sodio 500 pl i.v.). n=5, * p<0.05
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8.2. Pruebas de funcioén renal.

Para evaluar el efecto de la diabetes sobre la funcién renal,

realizamos pruebas como depuracion de creatinina y proteinuria.

Al realizar ambas pruebas, se observd que en el grupo experimental
de 3 semanas con diabetes, aumenta la depuracion de creatinina y la
proteinuria en comparacion con el grupo control (Gréaficas 2 y 3), sugiriendo

que la diabetes induce disfuncién renal a la tercera semana de la

ol 11

CONTROL 1a SEMANA 2a SEMANA 3a SEMANA

administracion de STZ.
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-
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o
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Gréfica 2. Depuracién de creatinina. n=5, **p<0.01.
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Gréfica 3. Proteinuria corregida con creatinina en orina. n=5, *p<0.05.
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8.3. Expresion de Gasl y NCAM en las CP de la capsula de

Bowman.

Se evaluo la expresion de Gasl y NCAM mediante IMF en las CP de

la capsula de Bowman.

NFCAM/GAS1NA

Figura 6. Expresion de Gasl y NCAM en células de la cdpsula de Bowman. A)
Expresion de Gasl (rojo) en grupo control, 1 ,2 y 3 semanas con diabetes en la
capsula de Bowman. Flechas blancas indican la expresion de Gasl en la Capsula
de Bowman.. B) Expresién de NCAM (verde) en grupo control, 1,2 y 3 semanas con
diabetes en la capsula de Bowman. C) Merge. Gas1 (rojo) + NCAM (verde) + DAPI
(azul, nacleos).
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NCAM es una proteina de 130 KDa que se expresa en el sistema

nervioso central (SNC) y en el riidon. En el SNC, NCAM induce la
diferenciacién neuronal entre otras funciones.’® Recientemente se ha

descrito su expresion en el glomérulo y se ha postulado como marcador de

células progenitoras.? Ademas, NCAM participa en el desarrollo renal. 3*

Gasl se expresa homogéneamente en la CB en el grupo control pero
su expresion disminuye gradualmente en las células de la CB en los grupos
experimentales de 1, 2 y 3 semanas con diabetes (Figura 6-A). Se observo
expresion de Gasl en la parte visceral del glomérulo. En contraste la
expresion de NCAM en el grupo control es heterogénea en la CB pero hay un
aumento progresivo en su expresion en la CB en la primera, segunda y

tercera semana de diabetes (Figura 6-B).

8.3.1. Expresion de Gasly NCAM por WB.

Se analiz6 la expresion de Gasl y NCAM por WB en glomérulos totales
(Figura 7). Gasl disminuye su expresion en la primera semana, se restablece
en la segunda semana y aumenta en la tercera semana. Por otro lado
NCAM, disminuye su expresion en el grupo de primera y segunda semana
con diabetes y se restablece en la tercera semana. En este experimento se
analiza la expresion de ambas proteinas no solo en células de la CB, sino en

las demas células que constituyen al glomérulo.
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Figura 7. Analisis de la expresion de Gasl y NCAM por WB en glomérulos totales.
A) Imagen representativa de WB y densitometria de Gasl. B) Imagen representativa
de WB y densitometria de NCAM. n=3, *p<0.05, ** p<0.01 , **** p< 0.0001.
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8.4. Expresion de CD24 en la cdpsula de Bowman.

Se evalu6é la expresion por WB de CD24, marcador de células

progenitoras renales, 32

en glomérulos totales.

CD24 se expresa en el grupo control, en el grupo diabético de una
semana hay una tendencia a la disminucién de la expresion CD24, por el
contrario en los grupos experimentales de dos y tres semanas con

diabetes, CD24 se observa la sobreexpresion de CD24.

A) B)

* %

Diabetes 2.5- W

Control 12 Semana 22 Semana 32 Semana

cD24 - pr— -
Histona He AEG—G—————

2.0

1.54

1.04

CD24/ Histona H4

0.5

0.0-
CONTROL 1aSEMANA  2aSEMANA  3a SEMANA

n=3

Figura 8. Expresion de CD24 por WB. A) Imagen representativa del WB de CD24.
B) Densitometria de WB de CD24. n=3, *p<0.05, **p<0.01.

Estos resultados sugieren que, la diabetes favorece la disminucion de
la expresion de Gasl en células de la capsula de Bowman y que esta
disminucién de Gasl favorece la activacion de las células progenitoras de la

CB, al haber un aumento en la expresion de NCAM y CD24.
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8.5. Reprogramacion de células progenitoras renales.

Una vez que las células progenitoras renales se activan, sufren un
proceso de desdiferenciacion, en el cual las CPR adquieren un fenotipo
embrionario (mesenquimal), para posteriormente diferenciarse a determinado

tipo celular, en este caso a podocitos. 33

Por tal motivo, evaluamos la expresion de PAX2, una proteina
nuclear,3* que se expresa en las células parietales de la capsula de Bowman

"'y que se expresa durante la nefrogénesis. 3 Analizamos su expresién por

IMF y WB.

En la IMF, observamos en el grupo control algunas células parietales
de la cipsula de Bowman PAX2*, en la primera semana con diabetes PAX2
disminuye su expresion y en la segunda y tercera semana con diabetes la

expresion se restablece (Figura 9).

NCAM /DAPI

Figura 9. Expresién de PAX2 en células de capsula de Bowman. PAX2 (rosa) +
NCAM (verde) + DAPI (azul) en grupo control, y grupos diabéticos de 1, 2 y 3
semanas. Recuadros blancos indican acercamientos.
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En WB, en el grupo control hay expresion de PAX2, en la primera
semana de diabetes disminuye y en la segunda semana de diabetes se
restablece su expresion y en la tercera semana aumenta la expresion de
PAX2.

*%*

2.0+
Diabetes *
1.5

Control 12 Semana 22 Semana 32 Semana

PAX2

T ———

PAX2 / Histona H4

0.54

0.0-

CONTROL 1aSEMANA  2aSEMANA  3a SEMANA

n=3 DIABETES

Figura 10. Andlisis por WB de PAX2. A) Imagen representativa del WB de Pax2. B)
Densitometria de WB de PAX2. n=3, *p<0.05, **p<0.01.

Estos resultados sugieren que la diabetes favorece la activacién de
CPR y que estas se reprograman embrionariamente para después
diferenciarse posiblemente a podocitos.
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8.6. Expresion de WT-1 en células de la capsula de Bowman.

Para poder conocer si hay CPR que se estan diferenciando a podocito,
analizamos la expresion de WT-1. WT-1 es una proteina nuclear especifica
del podocito, es un factor de transcripcion importante durante el desarrollo
del rifién. Regula positivamente la expresion de nefrina. Aunque es una

proteina nuclear se puede observar en el citoplasma en un 10-25% de las

células. 36

Evaluamos la expresion de WT-1 en ratas control y en ratas diabéticas
de 3 semanas. En el grupo control, se observan algunas células parietales de
la capsula de Bowman WT-1* pero en el grupo de diabetes de 3 semanas, se
observa un nimero mayor de células parietales WT-1* en comparacién con

el control (Figura 11).

Estos resultados sugieren que la diabetes favorece la disminucion de
la expresion de Gasl y la activacion y diferenciacion de células progenitoras
renales a podocitos.

DM 3 SEM

Figura 11. Expresion de Wt-1 en células de la capsula de Bowman. A) Grupo
control. NCAM (verde) + Wt-1 (rojo) + DAPI (azul). B) Grupo de 3 semanas con
diabetes. NCAM (verde) + Wt-1 (rojo) + DAPI (azul).
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8.7. Posible papel de las células progenitoras de la capsula de

Bowman.

Analizamos la expresion de nefrina por WB e IMF. Nefrina es una
proteina transmembranal de 180 KDa, localizada en los procesos podalicos
de los podocitos. Es el mayor componente del diafragma en hendidura.

Nefrina se expresa también en el sistema nervioso central y en el pancreas.
37

En la primera semana con diabetes hay una disminucién de la
expresion de nefrina tanto en WB como en IMF, en la segunda y tercera

semana se restablece la expresion de nefrina (Figura 12y 13).

NEFRINA/DAPI .-~~~

DM 2 SEM J DM 3 SEM

Figura 12. Inmunofluorescencia de nefrina. Expresion de Nefrina en control y en 1,
2 y 3 semanas con diabetes. nefrina (verde) + DAPI (azul).
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Figura 13. Andlisis de la expresion nefrina por WB en glomérulos totales. A)
Imagen representativa de WB. B) Densitometria de WB. n=3, *p<0.05.

También se analizo la expresion por WB de dendrina. Dendrina es una
proteina citosolica de 81 KDa, se ha descrito su expresion en cerebro
(telencéfalo) y en rifion. En el rifidn, dendrina se expresa en los podocitos e
interactia directamente con Nefrina, CD2AP y a-actina, proteinas
importantes para el mantenimiento del diafragma en hendidura y los

procesos podalicos de los podocitos.38

Por analisis de WB se observa que, en la primera semana de diabetes
la expresion de dendrina disminuye. En la segunda semana de diabetes
comienza a restablecerse y en la tercera semana la expresion de dendrina es

igual que el control (Figura 14).

La disminucién de la expresion de dendrina y nefrina en la primera
semana de diabetes, se puede asociar a la pérdida de podocitos inducida por
la hiperglucemia; en el segunda y tercera semana vemos que la expresion de
ambas proteinas se restablece, sugiriendo que, posiblemente las CPR de la
capsula de Bowman que se activaron y se diferenciaron a podocitos, migran
de la CB a la parte visceral para poder compensar la pérdida de podocitos

inducida en la primera semana de diabetes.
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Figura 14. Andlisis de expresion de dendrina por WB en glomérulos totales. La
dendrina es una proteina especifica del podocito. A) Imagen representativa de WB.
B) Densitometria de WB. n=3, *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.
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9. Discusioén

La diabetes es un desorden metabdlico cronico, caracterizado por
altas concentraciones de glucosa en sangre. Los indices hiperglucemicos
cronicos inducen dafio en tejido ocular, renal, nervioso y endotelial. 3° La
nefropatia diabética es una de las complicaciones de la diabetes, que se
caracteriza por presentar alteraciones en la nefrona, principalmente en el
glomérulo. 4° A nivel glomerular la diabetes induce la pérdida de podocitos,
células epiteliales importantes para el proceso de filtracidon glomerular. La
pérdida de podocitos define la evolucién de la nefropatia diabética. 4142
Recientemente se han descrito células que expresan CD133* (marcador de
células progenitoras) y CD24* (marcador de células progenitoras renales) en

la capsula de Bowman. ** Estos resultados demostraron que existe una

subpoblacién de células progenitoras renales en la capsula de Bowman ° y

se ha propuesto que frente a un insulto que induzca el dafio o la perdida de
podocitos, estas células progenitoras pueden activarse y diferenciarse a

podocitos para compensar la pérdida inducida por el dafio. 2644

Se han descrito células de la capsula de Bowman que Unicamente
tienen marca de CPR (CD24*, CD133"), asi como, células transitorias que
expresan marcadores de células progenitoras y proteinas especificas del
podocito (CD133* y podocalixina*) y “podocitos parietales”, células que
Gnicamente expresan proteinas especificas del podocito (podocalixina®),
estos resultados sugieren que las CPR de la capsula Bowman tienen la
capacidad de diferenciarse a podocitos. 4° Con todo esto, se cree que la
diferenciacion de células progenitoras renales (CPR) de la cépsula de
Bowman a podocitos, puede ser un mecanismo de compensacion frente al
dafio inducido por la diabetes en las etapas iniciales de la nefropatia
diabética.
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Uno de los cuestionamientos mas relevantes sobre lo propuesto
anteriormente, es conocer que es lo que activa a estas CPR de la capsula de
Bowman. Gasl es una proteina que se expresa abundantemente en SNC, 46
asi como en glandula mamaria, prostata y musculo esquelético, donde
induce la muerte celular e inhibe la proliferacion. Recientemente se ha
descrito la expresion de Gas1 en tejido renal, principalmente en el glomérulo,
en células mesangiales y en podocitos. 2 Sin embargo atin no se ha definido
su funcion. En este proyecto se describe por primera vez la expresion de
Gasl en las células de la capsula de Bowman. Estos hallazgos sugieren que
posiblemente Gasl participa en la activacion de las CPR de la capsula de

Bowman.

Para evaluar si existe una relacion entre Gasl y las CPR, se analizo la
expresion de NCAM y Gasl por IMF. NCAM, es una proteina que se expresa

durante la nefrogénesis y en etapas post natales en las células parietales de

la capsula de Bowman e interviene en procesos de diferenciacién.

Estudios en el 2013, demuestran que las CPR expresan NCAM vy que esta
proteina interviene en la transicion epitelio-mesénquima de las células, al
favorecer la expresion de PAX2, SALL1, y SIX2. 4’ Es por ello que
analizamos la expresion de NCAM como marcador de células progenitoras.
Se observo que, en la diabetes, la expresion de Gasl disminuye y la
expresion de NCAM aumenta en la capsula de Bowman. La disminucion de
la expresion de Gasl en la cdpsula de Bowman puede asociarse a la
expresion de miR-34a y del PDGF, pues se ha descrito que en células
mesangiales en condiciones de hiperglucemia, el aumento de ambas

proteinas se relaciona con la disminucién de Gas1. 4822

También se evalué por WB la expresion del marcador especifico de

CPR, CD24. Se ha descrito que CD24 se expresa en rifidn adulto Unicamente
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en células de la capsula de Bowman. ® Se encontré que en la diabetes

(segunda y tercera semana) aumenta la expresion de CD24 en comparacion
con el control. Estos resultados sugieren que la diabetes induce la
disminucion de la expresion de Gasl en células de la capsula de Bowman y
que esta disminucion de Gasl favorece la activacion de las células
progenitoras de la CB, al aumentar la expresion de NCAM y CD24.

Se ha descrito que en el dafio renal existen mecanismos de reparacion
como la proliferacién y desdiferenciacion de las CPR. 32 En este trabajo se
analizé si las CPR sufren el proceso de desdiferenciacion, es decir, si
adquieren un fenotipo embrionario (mesenquimal), para posteriormente
transdiferenciarce a podocito. Por tal motivo, evaluamos la expresion de
PAX2, una proteina que se expresa durante el desarrollo renal. 4° También

evaluamos la expresién de NCAM ya que su expresion favorece la transicion

epitelio-mesénquima y la expresion de diversos marcadores mesenquimales

2 47

renales como PAX Tanto en el WB como en la IMF, se observo

expresion de PAX2 en condiciones normales, pero en grupos diabéticos de 2
y 3 semanas la expresion de PAX2 se restablece y aumenta respetivamente.
Algo interesante y que apoya lo descrito por Dekel y colaboradores, es que
las células de la capsula de Bowman PAX2* también expresan NCAM,
sugiriendo que en la diabetes la expresion de NCAM en las CPR favorece la
transicion epitelio- mesénquima. Con estos resultados se sugiere que Gasl
posiblemente mantiene en un estado quiescente a las CPR de la capsula de
Bowman, cuando hay una disminucion de la expresién de Gasl inducido por
diabetes, estas CPR se activan y expresan NCAM, que no soOlo es un
marcador de células progenitoras, sino que también induce que las CPR se
reprogramen embrionariamente y expresen PAX2, para posteriormente

diferenciarse a podocitos.
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50

Durante la nefropatia diabética hay pérdida de podocitos, la cual

representa un punto clave en la evolucion del dafio renal. Los podocitos
tienen una capacidad muy limitada para dividirse in situ, °* una pregunta que
ha surgido es ¢Como pueden ser reemplazados los podocitos? Un

mecanismo potencial para el reemplazo de podocitos, es la migracion de

células progenitoras de la medula 6sea a través de la via sanguinea hacia el
rifién. °> En este proyecto se propone que las CPR de la capsula de
Bowman son un mecanismo de compensacion ante la pérdida de podocitos
en la diabetes. Por tal motivo evaluamos la expresion de WT-1 (proteina
especifica del podocito) en la capsula de Bowman. Encontramos que en
condiciones normales hay algunas células de la capsula de Bowman WT-1*
pero en diabetes hay un numero mayor de células WT-1*. Esto sugiere que la
diabetes, favorece la diferenciacion de CPR de la cipsula de Bowman a
podocitos, para compensar la pérdida de podocitos que se presenta en esta

condicion.

Para conocer si la CPR son un mecanismo compensatorio ante la
pérdida podocitaria, evaluamos la expresién de dendrina y nefrina, ambas
proteinas del podocito, que forman parte del diafragma en hendidura,
estructura importante para el proceso de filtracién. °3> Observamos que
ambas proteinas disminuyen su expresion en la primera semana de diabetes,
en la segunda semana de diabetes comienza a restablecerse y en la tercera
semana la expresion de ambas proteinas es igual que el control, esto
sugiere, que posiblemente la disminucion en la expresion de dendrina y
nefrina en la 12 semana se asocia a la pérdida de podocitos inducida por
diabetes. El restablecimiento de la expresion de ambas proteinas en la
segunda y tercera semana de diabetes puede sugerir que las CPR que se
han diferenciado a podocitos migran de la capsula de Bowman hacia la parte

visceral del glomérulo para compensar la pérdida de podocitos.
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Se ha descrito que durante el dafio al podocito, este presenta un
estado de “adaptacién” o acondicionamiento que subsecuentemente termina

en un estado de “descompensacion” caracterizado por pérdida glomerular de
estas células. °* Para poder descartar la idea de que el fendbmeno que

observamos no es mas que adaptacion del podocito frente al dafio inducido
por diabetes, es importante determinar si en la primera semana de diabetes
hay pérdida de podocitos o0 estos estan en apoptosis. No se descarta la idea
de que posiblemente estén ocurriendo ambos procesos, es decir, que haya
pérdida de podocitos y una compensacién por parte de las CPR de la
capsula de Bowman o que algunos podocitos desarrollen un estado
adaptativo en condiciones diabéticas y esto se refleje en el restablecimiento

en la expresion de dendrina y nefrina.

En las pruebas de proteinuria y depuracion de creatinina,
consideradas como una medida de la funcién renal, se observé un
incremento gradual en los niveles de proteinuria y de creatinina,
respectivamente, durante la primera y segunda semana de diabetes; sin
embargo, en la tercera semana ambos parametros aumentaron
significativamente en comparacion con el control. Estos resultados se
relacionan con estudios previos, en donde se describe que la nefropatia
diabética se caracteriza por el aumento en la excrecion urinaria de proteinas
y el desarrollo de hiperfiltracion, factores importantes en el dafio renal en

etapas tempranas. 14 5556
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10. Conclusiones

En este estudio se describi6 la expresion de Gasl en la capsula
Bowman. La hiperglucemia favorece la disminucién de la expresion de Gasl
y la activacion de células progenitoras parietales (aumento de la expresion de
NCAM* y CD24%), asi como, la expresién de células WT1* en la cdpsula de

Bowman.

Estos resultados sugieren que la pérdida de Gasl favorece la
activacion de células progenitoras parietales de la cdpsula de Bowman y que
éstas, posiblemente se podrian diferenciar a podocitos, al adquirir

marcadores especificos (WT1*) de estas células glomerulares.
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11. Perspectivas

e Evaluar la expresion de Gasl, NCAM, CD24, PAX2 y WT1 en las
células de la cidpsula de Bowman, en grupos de 4, 5y 6 semanas con
diabetes.

e Evaluar si la disminucion en los niveles de Gasl favorece la
expresion de componentes de la via GDNF/Ret en células de la

capsula de Bowman.

e Determinar si las célula de la capsula de Bowman estan proliferando,

especificamente las células progenitoras renales.

e Conocer el mecanismo por el cual disminuye la expresion de Gasl en
la cdpsula de Bowman.
» Posiblemente sea a través de la expresion de microRNA
(mir34a) en diabetes.
» Mediante la expresion del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (en inglés, PDGF, por platelet derived growth

factor) en diabetes.

e Determinar que los podocitos que se observan en diabetes son de

nueva generacion (ensayos BrdU).
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