CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
UNIDAD ZACATENCO
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA, BIOFISICA Y
NEUROCIENCIAS

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA IGNACIO CHAVEZ
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

“Relacién entre hipermagnesuria y claudina 16

en diabetes experimental tipo 1.”

Tesis

Que presenta

AMOR-SCIENTIA-QVE-INSERVIANT-CORDI

E

v

<
MEX|ICO

INSTITVTO -N-DE
CARDIOLOGIA
IGNACIO-CHAVEZ

Médico Cirujano y Partero Maria del Rocio Encarnacién Garcia

Para obtener el grado de

Maestra en Ciencias

En la Especialidad

Fisiologia Celular y Molecular

Directores de tesis:
Dr. José Luis Reyes Sanchez (Cinvestav)
Dra. Luz Graciela Cervantes Pérez (INCICh)

Ciudad de México Agosto, 2019



“Tal es la esencia de la ciencia: plantéese una pregunta impertinente

y se esta en camino de obtener una respuesta pertinente.”

Jacob Bronowski

Dedicatoria
A Dios.

A mis padres, porgue sin su amor, apoyo, sacrificio, comprensién, educacion,

paciencia y confianza esto no habria sido posible. Los amo infinitamente.

A Betty y Marielita, por todo su amor, tolerancia, apoyo y confianza. Las amo

hermanitas.
A mis abuelos Leonor, Amaliay Juan; de quienes siempre tuve amor y comprension.
A Cesar, porque siempre me apoyo en esta locura de la ciencia.

A mi Pancho, sé que desde donde estés, estarias feliz y orgulloso.




Agradecimientos

Agradezco al Consejo de Cienciay Tecnologia (CONACYT) por otorgarme una beca

para realizar mis estudios de maestria y asi continuar con mi formacién académica.

A mi tutor, Dr. José Luis Reyes Sanchez, por confiar en mi, por aceptarme en su
laboratorio y por lograr despertar mi interés por la nefrologia, gracias por todas sus

ensefianzas, por tu comprension y su paciencia.

A mi tutora la Dra. Luz Graciela Cervantes Pérez, por aceptarme en su laboratorio,
por todos los consejos, por todas las ensefianzas y sobre todo por toda la paciencia,
gracias por recordarme siempre que la constancia y la dedicacién son la clave para

tener buenos resultados.

Agradezco a mis asesores de tesis, por sSus comentarios, correcciones y
sugerencias que ayudaron a enriquecer el trabajo. Dr. Marcos Nahmad Bensusan y

Dr. Fanis Missirlis, gracias por todo.

A los auxiliares de investigacion de CINVESTAV Zacatenco, Dr. Rafael Rodriguez
Mufioz, Q.F.B Carmen Namorado Tonix por todo su apoyo en el laboratorio, por
compartir su experiencia y conocimientos conmigo, por su compromiso con éste
trabajo y sus contribuciones intelectuales. Agradezco a la secretaria Esther Vargas

por todas las facilidades y el apoyo brindado en mi estancia en el laboratorio.

Gracias a la Q.F.B Elsa Irene Sanchez Montes de Oca por su apoyo, sus consejos,

observaciones y contribuciones al proyecto, pero sobre todo gracias por su amistad.

A mis compafieros del laboratorio: Dr. Pérez, Q.F.l. Luis Hernandez, M. en C.
Andrea Cetina, M. en C. Brenda Luna, M. en C. Edith Sierra, M. en C. Marlenne
Teran, por su apoyo, consejos, su orientacion, por compartirme sus experiencias y
por sus ensefianzas. M. en C. Lorena Rosas, Loretta gracias por todas tus
ensefianzas (sin tu ayuda nunca hubiese podido agarrar una rata y mucho menos
aprender todo lo que aprendi), gracias por tu paciencia, los articulos, por
escucharme, gracias por conducir prudentemente cuando iba contigo y sobre todo

por ser una excelente amiga.




Gracias a todos los investigadores, personal de apoyo y alumnos del departamento
de farmacologia del INCICh, donde siempre encontré un excelente ambiente de
trabajo y que contribuyeron con ideas al desarrollo del proyecto. Especialmente

gracias a la MC. Fabiola Cortes, en quien encontré a una amiga entrafiable.

A los profesores e investigadores del departamento de Fisiologia, Biofisica y
Neurociencias de CINVESTAYV Zacatenco por todo lo aprendido. A mis comparieros
y amigos de la maestria, especialmente a Jyotsna, Miguel, Adan, Isabel Santos y
Elizabeth Diaz (doctorado), de quienes aprendi muchas cosas y en quienes siempre

encontré un gran apoyo. Gracias por todo su carifio, comprension y amistad.

A los alumnos y personal del laboratorio del Dr. Fanis Missirlis, por todas las

facilidades, orientacién y apoyo en la medicion de iones por ICP-OES.

A mis roomies Berenice Barrén, Mariana Rosales y Minerva Araiza, por siempre
escucharme, por ser un ejemplo de vida, por ayudarme y por brindarme la familia

no consanguinea mas hermosa que pudiera haber imaginado.

A mis amigas Karen Tapia, Roxana Romero e Irma Rivera Malagén, porque en ellas
encontré apoyo sincero, incondicional, referencias bibliograficas que desconocia y

porque son un ejemplo de constancia y trabajo duro.

A mi familia, porque siempre han confiado en mis capacidades y apoyado mis

suefios. Gracias por ser mi ejemplo, mi guia y mi ancla.

A Cesar, gracias por aguantar tantas platicas de magnesio y diabetes, gracias por
comprenderme, por tu paciencia, tu amor, tu apoyo incondicional y por siempre estar

a mi lado.




Indice

1

2

3

Resumen 6
Abstract 7
Introduccion 8
3.1 Anatomiay fisiologiarenal. 8
3.2 Lanefrona: unidad funcional del rifién. 10
3.21 Filtracion glomerular: el glomérulo y el mesangio. 11
3.2.1.1 Glomérulo 11
3.2.1.2 Mesangio 11
3.2.1.3 Filtracién glomerular (FG) 12

3.3 Reabsorcion y secrecion tubular renal: el papel del sistema tubular

renal.12
331 Tubulos proximales 13
3.3.2 Asa de Henle 13
3.3.3 Tubulo distal 14
3.34 Conductos colectores 14
3.35 Cuantificacion de la funcién renal 15

3.4 Diabetes mellitus 16
3.4.1 Definicion. 16
3.4.2 Clasificacion 16
3.4.3 Diagnéstico 17
3.4.4 Complicaciones de la diabetes mellitus 18
3.4.5 Nefropatia diabética 19
3.4.6 Modelos experimentales de Diabetes mellitus tipo 1 21

3.5 Magnesio 21
3.5.1 Manejo renal del magnesio 22
3.5.2 Transporte paracelular, unién estrecha y claudinas. 23
3.5.3 Asa ascendente gruesa de Henle: Claudina 16 (paracelina-1) y claudina19__ 24
354 Transporte transcelular de magnesio: el papel del TRPM6 26
3.55 Magnesio y sus implicaciones en Diabetes mellitus 27
Justificacion 29




5

6

7

10

11

Hipotesis 30
Objetivos 30
6.1 Objetivo general 30
6.2 Objetivos particulares 30
Materiales y métodos 31
7.1 Modelo experimental 31
7.1.1 Diabetes tipo 1 31
7.2 Metodologia 32
7.2.1 Obtencion de la muestra 32
7.2.2 Determinacién de electrolitos por espectroscopia de emisidon Gptica por plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-OES). 33
7.2.3 Funcién renal: determinacion de depuracién de creatinina, proteinuria y fraccion
excretada de los iones. 34
7.2.4 Western blot 34
7.2.5 Inmunofluorescencia 36
7.2.6 Analisis estadistico 37
Resultados. 37
Discusién 44
Conclusion 47
Perspectivas 47
Bibliografia 48

12




1 Resumen

La Diabetes se caracterizada por hiperglucemia resultante de defectos en la
secrecion y/o accion de la insulina; la hiperglucemia crénica se asocia con dafo,
disfuncion y falla de varios érganos. En México las complicaciones de la diabetes
mellitus son la segunda causa de muerte, de ahi la importancia de conocer los

mecanismos implicados en la patogénesis de la enfermedad.

El magnesio es el segundo cation divalente intracelular mas abundante, y
desempefia un papel fisiol6gico esencial participando en el complejo ATP/Mg?*,
como cofactor en varias reacciones enzimaticas y modulado la actividad de canales
y transportadores de membrana. Entre el 50 al 70% del magnesio filtrado, se
reabsorbe en la rama ascendente gruesa del asa de Henle por la ruta paracelular
formada por las proteinas de la unién estrecha: claudina-16, claudina-19 y claudina-
14, las cuales desempefian un papel clave en la selectividad y conductancia

paracelular de los iones calcio y magnesio

En las dltimas décadas, la hipermagnesuria se ha asociado fuertemente con la
diabetes mellitus.

Se ha descrito que la hiperglicemia induce alteraciones en la expresion de las
proteinas de la unién estrecha como claudina-5 y claudina-2 induciendo aumento
en la proteinuria y en la excrecion fraccional de sodio, respectivamente. En el
presente trabajo se evidencia que en un modelo de diabetes tipo 1, la claudina 16
se deslocaliza y su expresion disminuye en el asa ascendente gruesa de Henle,
relacionandose con una disminucion de la reabsorcion de magnesio y calcio,
teniendo como consecuencia final un aumento en la fraccion excretada de magnesio

y calcio.




2 Abstract

The diabetes is characterized by hyperglycemia resulting from defects in the
secretion and/or action of insulin; the chronic hyperglycemia is associated with
damage, dysfunction and failure of several organs. In Mexico the complications of
diabetes mellitus are the second cause of death, hence the importance of knowing

the mechanisms involved in the pathogenesis of the disease.

The magnesium is the second most abundant intracellular divalent cation and plays
an essential physiological role by participating in the ATP / Mg?* complex, as a
cofactor in several enzymatic reactions and modulating the activity of membrane
channels and transporters. In the kidney, Mg2+ is reabsorbed in “60% at the thick
ascending limb of Henle by the paracellular transport formed by claudin-16, claudin-
19 and claudin-14.

Recently, hypermagnesuria has been strongly associated with diabetes mellitus.

It has been described that hyperglycemia induces alterations on the expression of
tight junction proteins as claudin-5 and claudin-2 inducing an increase in proteinuria
and fractional excretion of sodium, respectively; At the present work, we show that
in a type 1 diabetes model, the expression of the claudin-16 protein is delocalizes
and diminished at the thick ascending limb of Henle, being related to a decrease in
the reabsorption of magnesium and calcium, having as a final consequence an

increase in the excreted fraction of those ions.




3 Introduccién

3.1 Anatomia y fisiologia renal.

La supervivencia y funcion adecuadas de las células en los mamiferos depende del
mantenimiento de concentraciones estables de los solutos, pH y agua en el medio
intra y extracelular. Ademas se requiere de la eliminacion constante de desechos
metabdlicos. Los rifiones juegan un papel central en el mantenimiento de esta

homeostasis.

Los rifiones son un par de Organos retroperitoneales que normalmente se
encuentran uno a cada lado de la columna vertebral. En el humano, el polo superior
de cada rifidn se encuentra a nivel de duodécima vértebra toracica, y el polo inferior
se encuentra en la tercera vértebra lumbar [1]. En la superficie medial o cdncava de
cada rifidn hay una hendidura, llamada hilio, en donde se localizan la arteria y la
vena renales, los vasos linfaticos, la inervacion y el uréter, que transporta la orina
desde el riidn hasta la vejiga; ademas cada rifidbn esta rodeado por una capsula

fibrosa resistente y delgada. Figura 1 [2].
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de la pelvis renal, una continuacion de la porcidon superior del uréter. El borde
externo de la pelvis se divide en regiones llamadas calices mayores, que se
extienden hacia abajo y se dividen en los célices menores, que recogen la orina de
los tubulos que terminan en cada papila. Ahi la orina es transportada hacia la vejiga
por estructuras llamadas uréteres; la vejiga es un receptaculo muscular en donde
se almacena orina en cantidad suficiente para despertar el reflejo de la miccion y

finalmente salir a través de la uretra.

La irrigacion de cada rifidn depende de las arterias renales izquierda y derecha, que
entran al rifidn a través del hilio y después se ramifican progresivamente para formar
las arterias interlobares, las arterias arciformes , arterias interlobulillares y las
arterias aferentes que dan origen a los capilares glomerulares, donde se lleva a
cabo el proceso de filtracion (primer paso de la formacién de orina) ya que a éste
nivel la presion hidrostatica es alta (60 mmHg) lo que permite que el proceso sea
rapido, posteriormente dichos capilares se unen para formar la arteriola eferente
gue da origen a la segunda red capilar del rifion: los capilares peritubulares, los
cuales estan dispuestos alrededor del sistema tubular renal y donde la presién
hidrostatica disminuye hasta 13 mmHg aproximadamente, con lo cual se permite
una reabsorcion rapida de liquido. La regulacion de la presion hidrostatica de estos
dos sistemas capilares se logra mediante el ajuste de la resistencia de las arteriolas
aferente y eferente, con lo que el rifdbn puede cambiar el filtrado glomerular, la

reabsorcion tubular o ambas en funcién de las demandas homeostaticas del cuerpo

[3].

Los capilares peritubulares desembocan en los vasos del sistema venoso que
forman progresivamente venas de mayor calibre y que finalmente salen en forma

de vena renal a través del hilio.

A ésta disposicion de oOrganos la conocemos como sistema excretor y es el
encargado de mantener, entre otras funciones, el balance de los solutos y agua
corporales (regulacion de la osmolaridad del liquido corporal), asi como el
aclaramiento de sustancias de desecho tales como productos del metabolismo de

proteinas (urea), de la creatina muscular (creatinina), de los acidos nucleicos (acido
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arico), productos finales del metabolismo de la hemoglobina (urobilinégeno y

bilirrubina), los metabolitos de diversas hormonas y xenobidticos.

Ademas de estas funciones los rifiones también ejercen otras como: 1) regulacion
de la presion arterial (regulacion de las concentraciones de sodio y de secrecion
renina), 2) regulacién del equilibrio acido-basico mediante la excrecion de &cidos y
la regulacion de las reservas de amortiguadores de los fluidos corporales , 3)
regulacion de la produccion de eritrocitos (secrecion de eritropoyetina), 4)
regulacion de la produccién de 1,25-dihidroxivitamina Ds, y 5) gluconeogénesis

durante el ayuno prolongado.

3.2 Lanefrona: unidad funcional del rifion.

Dentro de cada riidbn humano podemos encontrar alrededor de un millén de

unidades funcionales (unidad méas pequefia dentro de un 6rgano capaz de realizar

todas las funciones de éste), denominadas nefrona, las cuales se encuentran unidas

por tejido conjuntivo (estroma). El arreglo estructural de las nefronas da lugar a las
dos regiones antes
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El glomérulo contiene una red de capilares, posee una presion hidrostatica elevada;
y todo el glomérulo esta rodeado por la cdpsula de Bowman; el liquido filtrado desde
los capilares pasa a la capsula de Bowman y después al tibulo proximal que se
encuentra en la corteza renal. Desde este punto el liquido fluye hacia el asa de
Henle que desciende (Rama descendente delgada de Henle) hasta la médula renal
para después ascender (rama ascendente gruesa del asa de Henle) hasta la
corteza, la pared del asa engrosa y se convierte en el asa ascendente gruesa de
Henle. Al final de esta seccidn se encuentra una zona de células epiteliales
especializadas denominada méacula densa; posteriormente el liquido discurre hacia
el tabulo distal, a éste le sigue el tubulo conector y posteriormente el colector. Los
conductos colectores se funden entre si para dar origen a tabulos de mayor calibre

gue finalmente desembocan en la pelvis renal.

Tres procesos estan involucrados en la funcién renal: filtracion glomerular,
reabsorcion tubular y secrecion tubular; la suma de los tres procesos determina la
intensidad con la que se excretan diferentes sustancias en la orina. En general la
reabsorcion tubular es cuantitativamente mas importantes que la secrecién tubular
en la formacion de la orina, pero la secrecién es importante para determinar las
cantidades de iones potasio e hidrogeno y algunas otras sustancias, asi como en la

eliminacién de xenobidticos [1,2].

3.2.1 Filtracion glomerular: el glomérulo y el mesangio.

3.2.1.1 Glomérulo

El glomérulo es la estructura capilar donde tiene lugar la primera fase de la
formacion de orina; el plasma se filtra a través de la pared capilar glomerular a la
capsula de Bowman. La composicion del ultrafitrado que llega a la capsula de
Bowman depende de la barrera de filtraciébn, que tiene tres capas: 1) células
endoteliales del capilar glomerular, 2) membrana basal (modula la filtracion de
proteinas) y 3) células epiteliales de la capsula de Bowman (podocitos).

3.2.1.2 Mesangio
El mesangio también es una parte del corpusculo renal y consiste en dos

componentes: 1) Células mesangiales, 2) Matriz mesangial.
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Las células mesangiales rodean a los capilares glomerulares y tienen una funcién
similar a la de los macrofagos, aportan soporte estructural a los capilares, secretan
la matriz extracelular y secretan prostaglandinas.

Las células mesangiales son contractiles, o que contribuye a regular el flujo
sanguineo de los capilares glomerulares y el &rea de los capilares, aumentando o

disminuyendo la filtracidon glomerular.

3.2.1.3 Filtracion glomerular (FG)

La composicion del filtrado glomerular es casi idéntica a la del plasma (0.03% de
proteinas). En un humano sano de 1.73 m? de superficie corporal, la FG es
normalmente de 125 ml/min, o un 20% del flujo plasmatico renal. Esta determinada
por la presion de filtracion neta a través de los capilares y el coeficiente de filtracion
capilar glomerular que es producto de la permeabilidad y la superficie de los
capilares. La presion de filtracion neta es la suma de las fuerzas hidrostaticas y
coloidosmatica que actian a través de los capilares glomerulares, e incluye 1) la
presion hidrostéatica glomerular, 2) la presion hidrostéatica en la capsula de Bowman,
3) la presién coloidosmética en el capilar glomerular, 4) la presion coloidosmotica

en la capsula de Bowman y 5) la presion intratubular.

Los determinantes de la FG que son mas variables y estan sujetos al control
fisioldgico son la presion hidrostatica glomerular y la presiéon coloidosmoética capilar
glomerular. Estas variables a su vez, estan influenciadas por el sistema nervioso
simpatico, algunas hormonas y los autacoides. Otros factores que alteran el flujo
sanguineo renal y la FG son: 1) ingesta elevada de proteinas, que aumenta el flujo
sanguineo renal y la FG; 2) los glucocorticoides, con aumento de FG, 3) fiebre,
aumento del FG, 4) envejecimiento, diminucién de la FG, 5) hiperglicemia, aumento

del flujo sanguineo renal y de la FG [2].

3.3 Reabsorcion y secrecion tubular renal: el papel del sistema tubular renal.
Una vez que elfiltrado glomerular se ha formado, pasa a la luz de la nefrona; durante

este recorrido algunas sustancias se reabsorben en los tubulos volviendo a la
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sangre por el capilar peritubular, mientras que otras se secretan desde la sangre a

los tubulos hasta conformar la orina.

En los procesos que tienen lugar en la nefrona y que dan por resultado la excrecion
de una sustancia, participan dos tipos de transporte de solutos: 1) movimiento
paracelular, a través de las uniones estrechas. Este se produce por gradientes de
concentracion, eléctrico y osmaético y esta mediado por las claudinas; 2) Movimiento

transcelular.

Algunas sustancia que se filtran, como la glucosa y los aminoé&cidos, se reabsorben
del todo en los tubulos, por lo que excrecion urinaria es practicamente nula. La
mayor parte de los iones del plasma (sodio, cloro y bicarbonato) se reabsorben en
los tdbulos pero su absorcion y excrecion urinarias varian dependiendo de las
necesidades del organismo. Por otro lado los productos de desecho se absorben en
grado variable en los tabulos y se excretan en cantidades relativamente grandes.
Por lo tanto la reabsorcion tubular es muy selectiva y permite que los riflones regulen

la excrecion de sustancias de maneta independiente unas de otras.

3.3.1 Tubulos proximales

El 65% de la carga filtrada de agua, sodio, cloruro, potasio y varios electrolitos mas
se reabsorbe en los tdbulos proximales. Por lo tanto una de las funciones
importantes de esta porcion de la nefrona es conservar a las sustancias que el

cuerpo necesita (glucosa, aminoacidos, proteinas, agua y electrolitos).

3.3.2 Asa de Henle
Esta porcion de la nefrona es importante en el mantenimiento de la concentracion
de la orina. La porcion descendente fina es muy permeable al agua, que se
reabsorbe con rapidez desde el liquido tubular hacia el intersticio hiperosmatico (la
osmolaridad aumenta hasta 1200-1400 mOsm/L en el interior de la medula renal;
alrededor del 20% del volumen del filtrado glomerular se reabsorbe en la rama
descendente final del asa de Henle, con lo que el liquido tubular se torna
hiperosmotico a medida que se desplaza hacia la zona més interna de la médula.

En el siguiente segmento (fino y grueso ascendente) la permeabilidad al agua es

13



practicamente nula, en este sitio se reabsorben grandes cantidades de sodio
(relacionada por la actividad de la bomba Na*/K* ATPasa en la membrana
basolateral), cloruro y potasio (cotransportador Na*/K*/2CI), el liquido tubular se
diluye a medida que vuelve a la corteza [2]. En la rama ascendente gruesa también
se absorben cantidades considerables de otros iones como calcio (Claudina 16,

Claudina 19), bicarbonato y magnesio (claudina 16, Claudina 19).

3.3.3 Tdubulo distal

La porcién inicial del tubulo distal forma parte del complejo yuxtaglomerular, que
proporciona un control de la retroalimentacion del FG y el flujo sanguineo renal. La
siguiente parte del tubulo reabsorbe con acidez la mayoria de los iones, pero es casi
impermeable al agua y urea; también en este segmento se lleva a cabo una parte
de la reabsorcibn del magnesio por parte del canal TRPM6; ademas el
cotransportador Sodio/Cloro desplaza el cloruro de sodio desde la luz del tabulo
hacia las células epiteliales.

En la segunda porcion del tubulo distal y el tubulo colector se absorben el sodio y el
agua desde la luz y secretan el potasio hacia la luz (células principales) y se
reabsorben iones potasio y se secretan iones hidrogeno a la luz tubular (células
intercaladas). Este segmento es impermeable a la urea. La permeabilidad al agua
estd controlada por la concentracion de hormona antidiuretica (ADH)

(concentraciones altas de ADH mayor permeabilidad al agua).

3.3.4 Conductos colectores
La permeabilidad al agua esta controlada por la concentracion de ADH, el agua se
reabsorbe avidamente y se concentran la mayoria de los solutos en orina. El
conducto colector medular es muy permeable a la urea, esto permite que parte de
la urea tubular se reabsorba en el intersticio medular. Por otro lado en esta parte se
secretan iones hidrégeno contra un gran gradiente de concentracion, por lo que

participa en la regulacion acido-base.
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3.3.5 Cuantificacion de la funcion renal
El aclaramiento renal es el volumen de plasma que queda completamente
desprovisto de una sustancia cada minuto [2]. Para cualquier sustancia, el
aclaramiento renal se define como la relacidn entre la concentracion de la sustancia
(X) multiplicada por el flujo urinario y su concentracion en plasma como se muestra

en la siguiente formula:

[X] en orina x Flujo de orina (mL/min)

Aclaramiento renal de X (mL/min) = [X] en plasma

El aclaramiento renal se usa para cuantificar aspectos funcionales renales como la
tasa de filtracion glomerular. La creatinina, un producto de desecho del metabolismo
del musculo, es filtrada en los glomeérulos, pero no se absorbe; esto significa que el
aclaramiento de creatinina es aproximadamente igual a la FG, motivo por el cual se

usa como un indice de FG. En los humanos y en las ratas la creatinina se secreta.

Otras sustancias como el acido paraaminohipurico (PAH) se filtra parcialmente y no
son reabsorbidos en los tubulos, pero si se secreta; asi su aclaramiento renal es
mayor que el FG; el aclaramiento renal de esta sustancia puede usarse para

calcular el flujo plasmatico.

En cuanto a las sustancias que se reabsorben por completo en los tubulos
(aminoacidos y glucosa), el aclaramiento es cero porque su tasa de excrecion en
orina es cero. La tasa de reabsorcion tubular se calcula como la diferencia entre la
tasa de filtracion de la sustancia y la tasa de excrecion en orina, de la siguiente

forma:

Reabsorcion = ( FG * [plasmatica de X] ) — ( [Urinaria de X] * Flujo urinario)

Por su parte la tasa de secrecion de una sustancia es la diferencia entre la tasa de

excrecion en el orina y la tasa en la que es filtrada, de la siguiente forma:

Secreciéon = ( [Urinaria de X] * Flujo urinario) - (FG * [plasmatica de X] )
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3.4 Diabetes mellitus

3.4.1 Definicion.
La Diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas, cronicas y degenerativas
caracterizadas por hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion y/o accion
de la insulina; la hiperglucemia crénica se asocia con dafio a largo plazo, disfuncion

y falla de varios 6rganos que finalmente conduce a la muerte del paciente [4].

Segun algunas estimaciones mas de 440 millones de personas en el mundo
padecen esta enfermedad; la diabetes y sus complicaciones conllevan importantes
pérdidas econdmicas para los sistemas de salud nacionales por los costos médicos
directos y la pérdida de trabajo y sueldos; debido a ello la Organizacion Mundial de
la Salud sitta a la diabetes como un importante problema de salud pablica y una de
las cuatro enfermedades no transmisibles (ENT) para intervenir con caracter

prioritario [3].

En México segun datos del INEGI en 2015, las complicaciones de la diabetes
mellitus son la segunda causa de muerte solo superada por las enfermedades
cardiovasculares, de ahi la importancia de conocer los mecanismos implicados en

la patogénesis de la enfermedad.

3.4.2 Clasificacion
La diabetes mellitus puede ser clasificada en las siguientes categorias:
Diabetes tipo 1. debido a la destruccion autoinmune de células [, que

generalmente conduce a una deficiencia absoluta de insulina.

Diabetes tipo 2: debido a la pérdida progresiva de la secrecion de insulina de las

células B con frecuencia en el marco de la resistencia a la insulina.

Diabetes mellitus gestacional (GDM, por sus siglas en inglés): diabetes
diagnosticada en el segundo o tercer trimestre del embarazo que no se reveld

claramente como diabetes antes de la gestacion).

Tipos especificos de diabetes debido a otras causas: por ejemplo, sindromes
de diabetes monogénica (como la diabetes neonatal y la diabetes de inicio en la

madurez [MODY]), enfermedades del pancreas exocrino (como la fibrosis quistica
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y la pancreatitis) y medicamentos - o diabetes inducida por sustancias quimicas
(como con el uso de glucocorticoides, en el tratamiento del VIH / SIDA o después
de un trasplante de érganos).

La clasificacion es importante para determinar la terapia ideal para el paciente [4].

3.4.3 Diagnostico
La diabetes mellitus puede ser diagnosticada segun los valores de glucosa en
sangre, ya sea la glucosa en plasma en ayunas (FPG) o el valor de la glucosa en
plasma de 2 h (PG de 2 h) durante una prueba de tolerancia oral a la glucosa
(OGTT) donde al paciente se le da una carga inicial de 75 g de glucosa y se sigue
alo largo de 2 horas los valores de glucosa, o los valores de hemoglobina glicosilada
(HB 1AC), esta ultima proporciona informacion de los niveles de glucosa en los

altimos tres meses [5].

En la siguiente tabla se muestran los valores que se consideran diagnosticos para

la enfermedad (Tabla 1).

-Tabla 1. Criterios para el diagnostico de diabetes-

Parametro Valor diagnéstico

Glucosa plasmatica en ayuno* = 126 mg/dL (7.0 mmol/L)

* Ayuno al menos de 8 horas

Curva de tolerancia a la glucosa* = 200mg/dL (11.1mmol/L) durante la
“Carga de 75 mg de glucosa y duracion de la prueba

seguimiento cada 30 min por 120 min.
Hemoglobina glicosilada (Hb A1C) = 6.5% (48 mmol/mol)

Glucosa capilar aleatoria* =200 mg/dL (11.1 mmol/L)

* En pacientes con sintomas clasicos de

hiperglicemia o crisis hiperglicemica
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3.4.4 Complicaciones de la diabetes mellitus

Como se comentd anteriormente la hiperglucemia crénica o intermitente se asocia

con el desarrollo de complicaciones diabéticas. La hiperglucemia desencadena

varias vias de sefializacion metabdlica que conducen a la secrecion de citocinas, la

inflamacion, y representa una condicion en la cual las células se vuelven

susceptibles a la necroptosis, apoptosis y necrosis, dando como consecuencia dafo

tisular en el corazon, retina, los rifiones y el sistema nervioso.

Glucosa Acidos grasos libres
Cambios l
agudos G-6-P— 1 Via del poliol
F-6-P—— | Via del hexosamina
Mitocondria
fPKc\ v v !
G3P—— L ~+— Ac-CoA
\ 1
MGE‘/ 1 ok UUUUU
dPARP
JJUUUY
: ' v ——
Nucleo Sirtuins| Modificaciones -
del DNA
\/ y 7 v

PARP ~—(_ HAT )=——

Histona

Regulacion de la expresion génica a largo plazo,
posiblemente a través de la modificacidn epigenética

Figura 3. El metabolismo desregulado es un
factor clave en el desarrollo de las
complicaciones de la DM. Tomado de Reidy et
al, JCI, 2014. G-6-P Glucosa-6 fosfato; F-6-P
fructusa-6 fosfato; G-3-P glucosa 3-fosfato;
PKC proteina cinasa C; AGE productos
avanzados de la glicolisis; Ac. CoA acetil
coenzima A; TCA cycle ciclo de Krebs.

ende de la apoptosis [6, 7] (Figura 3).

Se sabe que, ademas de sus
efectos osmaticos en las células,
la  hiperglicemia  activa la
formacion de diacilglicerol (DAG),
junto con una activacion de las
cinasas PKC y NADPH-oxidasa
(conocida como “ruta metabdlica
peligrosa en la diabetes”), que
conduce a la produccion de
especies reactivas de oxigeno

(ROS) y al estrés oxidativo. El

aumento de las ROS
intracelulares hace que se
activen mecanismo de

eliminacion de estrés oxidante
pero cuando estos mecanismos de
compensacion fallan o no son
suficientes, sobreviene el dafio

mitocondrial 'y la  posterior

activacion de las caspasas y por

Por otro lado la hiperglicemia produce productos de glicosilacion avanzada que al

interactuar de manera covalente con algunas proteinas provocan cambios
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conformacionales que en algunos casos causan aumento en su degradacion o bien
pérdida de la funcionalidad; algunas de estas proteinas estan involucradas en la
regulacion génica e inician la transcripcion de proteinas proinflamatorias y/o

aumento de la produccion del proteinas de la matriz extracelular. [7, 11].

En la diabetes, todo esto conduce a una inflamacién cronica que es responsable

en gran parte de las complicaciones [12].

3.4.5 Nefropatia diabética
La enfermedad renal diabética (DKD, por sus siglas en inglés) es la principal causa
de enfermedad renal en el mundo y es el predictor mas sélido de la mortalidad en
pacientes con diabetes [8]. Aproximadamente el 25% de los pacientes con DMT2
tienen enfermedad renal diabética, que se define como albuminuria persistente y/o
tasa de filtracién glomerular reducida persistente [9]. Sin embargo, incluso en el
contexto de un control glucémico deficiente, los pacientes con diabetes no siempre
desarrollaran DKD clinicamente evidente, lo que sugiere una posible predisposicion

genética para el desarrollo de la enfermedad.

La historia natural de la DKD fue descrita en la década de 1970 [10]. Estas
descripciones clasicas indican que en pacientes con diabetes tipo 1 (DMT1), la DKD
se desarrolla aproximadamente de 10 a 15 afios después del inicio de la
enfermedad. El signo mas temprano es la microalbuminuria (> 30 mg / dia), que
luego progresa a macroalbuminuria (> 300 mg / dia) y disminuye la tasa de filtracion
glomerular (GFR). En pacientes con DMT1, la enfermedad renal muestra una fuerte
correlacion con la retinopatia. El diagnostico histopatoldgico es el "estandar de oro"
para esta enfermedad, sin embargo la DM no es una indicacion para realizar biopsia

renal por las complicaciones y el riesgo que implica el procedimiento per se [11].

El engrosamiento de la membrana basal glomerular es la primera lesion observada
(por microscopia electrénica); mientras que la expansion mesangial, causada por el
agrandamiento celular y el aumento de la secrecidn de la matriz extracelular, es la
lesion histopatolégica mas observada por microscopia 6ptica. Posteriormente, se

puede observar glomeruloesclerosis nodular con nédulos de Kimmelstein-Wilson, la
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cual es una lesion altamente especifica pero menos sensible de la DKD. Las
lesiones glomerulares se producen junto con lesiones vasculares especificas que
incluyen hialinosis arterial. Los cambios tubulointersticiales (fibrosis) no son
especificos para esta enfermedad, e incluyen la acumulacién de miofibroblastos
activados, colageno atipico, células inflamatorias y pérdida de la arquitectura capilar
[9, 11]. Si bien la expansion mesangial y el engrosamiento de membrana basal
glomerular son las lesiones DKD observadas con mayor frecuencia, el analisis
celular con muestras de pacientes diabéticos ha mostrado que el nimero de
podocitos esta altamente correlacionado con la proteinuria y parece ser uno de los
mejores factores predictivos en diabetes mellitus tipo 1 [13]. La pérdida de podocitos
puede derivarse de la generacion de ROS inducida por la hiperglicemia que causa
apoptosis o desprendimiento de los podocitos. La pérdida de podocitos representa

un paso irreversible en el desarrollo de la enfermedad.

A nivel funcional los pacientes inicialmente presentan incrementos acentuados en
el flujo sanguineo renal y por ende hiperfiltracion glomerular. Debido a que la
glucosa se reabsorbe junto al sodio en el tabulo proximal, una mayor llegada de
glucosa en el tubulos les hace reabsorber un exceso de sodio. Esto a su vez reduce
la llegada de cloruro de sodio a la macula densa, lo que activa la dilatacion mediada
por la retroalimentacion tubuloglomerular de las arteriolas aferentes y los posteriores

aumentos del flujo sanguineo renal y del FG [2,11].

Mientras que la DKD se considera una complicacion microvascular de la diabetes,
la evidencia creciente indica que la pérdida de podocitos y la disfuncion epitelial
desempefian alteraciones importantes. La inflamacion, hipertrofia celular, y la
desdiferenciacion por la activacion de vias clasicas de regeneracion contribuye aun

mas a la progresion de la enfermedad.

El control de la presion arterial, especialmente con medicamentos que inhiben el
sistema de angiotensina, es la unica forma efectiva de retardar la progresion de la

enfermedad.
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3.4.6 Modelos experimentales de Diabetes mellitus tipo 1
La estreptozotocina (STZ) es un antibidtico extraido de Streptomyces acromogenes,
su peso molecular es 265 kDa. Rakieten y colaboradores en 1963 reportaron efectos
diabetogénicos de este farmaco [14, 15]. La selectividad del dafio a las células 3
pancreaticas se debe al motivo de union al transportador de glucosa GLUT2
(abundantemente expresado en células beta pancreaticas) que se encuentra dentro
de la estructura de la STZ. La toxicidad de la estreptozotocina depende de la
actividad alquilante del ADN de su residuo metilnitrosourea. La transferencia del
grupo metilo de la estreptozotocina a la molécula de ADN causa dafio que resulta
en la fragmentacién del ADN. En el intento de reparar el ADN, la poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP) se sobreestimula. Esto disminuye NAD+ celular, y el ATP. El
agotamiento de las reservas de energia celular finalmente resulta en necrosis de

células beta [16].

El modelo para inducir diabetes tipo 1 fue descrito por primera vez en 1967 por
Junod y col., en este trabajo se administré6 una dosis de 65 mg/kg de peso en ratas
macho Wistar 165-230 gramos y se usé como vehiculo acido citrico al 0.05 M la cual
produjo necrosis de las células B, seguida de liberacién de insulina pancreatica e
hipoglucemia. A las 24 horas, el contenido de insulina pancreatica se reduce al 57% de
lo normal [15].

3.5 Magnesio
El magnesio es el segundo cation divalente intracelular mas abundante, y
Tejidos blandos y desempefia un papel
Ingesta oral de magnesio musculo R .
300 mg/dia fisiolégico esencial como
v T l cofactor  de numerosas
120 mg Concentracién .
e sérica _ enzimas y modulador de los
20 mg 1.7-2.6 mg/dL .
Hv ’ canales i6nicos y de los
transportadores de

100 m
Heces ,L 9 60% ionizado

30% unido a proteinas
_ <) 10% complejo con otros
iones

membrana, participando en el

complejo ATP/Mg?*.
Figura 4. Manejo del Magnesio corporal. Tomado y Diariamente

modificado de Blaine, Chonchol & Levi, 2014. se Ingieren
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aproximadamente 300 mg de magnesio de los cuales se absorben netamente 120,
el resto es eliminado en las heces. La mayor parte del magnesio es absorbido por
el intestino delgado y, en menor medida, por el colon. La absorcion transcelular de
magnesio esta permitida por el potencial de receptor transitorio melastatin (TRPM),
canales catidonicos TRPM6 y TRPM7. EI contenido corporal total de magnesio en
adultos es de aproximadamente 24 g, el 99% es intracelular, solo el 1% esté en el
espacio extracelular. La concentracion sérica de magnesio es de 1.8 mEqg/L. Mas
de la mitad esta unido a proteinas plasmaticas y solo 0.8 mEg/L se encuentra en

forma ionizada [2, 17] (Figura 4). Su excrecién es por via renal.

3.5.1 Manejo renal del magnesio

En el glomérulo, el magnesio que no esta unido a proteinas se filtra libremente para
después reabsorberse a lo largo de la nefrona. Del 10-25% se reabsorbe en el
tubulo proximal y se desconoce el mecanismo mediante el cual éste proceso se
lleva a cabo; del 50-70% se reabsorbe en la rama ascendente gruesa del asa de
Henle por la ruta paracelular mediante las proteinas de unién estrecha: claudina 16
y claudina 19. Un 5-10% adicional se reabsorbe en los tubulos distales a través del
canal TRPM6 (Figura 5)

Tubulo Contorneado Distal

LUMEN SANGRE

Na*

PT 10 25%

-~ -
-~
-~
-~
-~
-~
o

Tabulo contorneado proximal
Se desconoce el mecanismo

Reabsorcion del 10%

Rama gruesa de Henle del Mg 2+

Unién estrecha
Claudina-16/Claudina-19

Reabsorcion del
50-70 % del Mg 2+

Figura 5. Manejo renal del magnesio. Tomado y modificado de Blaine, Chonchol &
Levi, 2014.
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3.5.2 Transporte paracelular, unién estrecha y claudinas.
Trabajos previos han evidenciado las funciones de las uniones estrechas entre las
que destacan: a) formar una barrera contra el paso paracelular, b) ser limite en
topografico entre membrana basolateral y membrana apical, c¢) la formacion de
poros para el paso de iones entre células vecinas; a este tipo de transporte se le

denomina transporte paracelular [18].

Las claudinas son las proteinas de membrana integrales de membrana, de entre
21-28 kDa que consisten en cuatro dominios transmembrana, dos bucles
extracelulares, dominios citoplasmaticos terminales amino y carboxilo. Estas
proteinas se asocian en cis dentro de la membrana plasmatica de la célula en
dimeros o estados oligoméricos superiores. Estas asociaciones son seguidas por
interacciones trans entre claudinas de células adyacentes. Las interacciones
pueden involucrar un solo tipo o diferentes tipos de claudinas (interaccion
heteromérica); la disposicion, el tipo de interacciona asi como el sitio donde se

encuentren determina la funcién fisiolégica en la que se ve implicada [18,19].

Asi por ejemplo tenemos que a lo largo de la nefrona se expresan diversos tipos de
claudinas que contribuyen de manera importante a la reabsorcion o a la
impermeabilidad a ciertos cationes; por ejemplo a nivel del tabulo proximal se
encuentra expresada claudina-2, la cual forma un poro catidnico para sodio
permitiendo su reabsorcion. En la figura 6 se ilustran las diferentes claudinas

presentes a lo largo de la nefrona [19].
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Tabulo colector

CLDN18

Figura 6. Esquema del perfil de expresion de claudinas en la nefrona.

3.5.3 Asa ascendente gruesa de Henle: Claudina 16 (paracelina-1) y claudina 19

En el asa ascendente gruesa de Henle se encuentra una estructura denominada
unién estrecha, ésta estructura se encuentra conformada por claudina-16, claudina-
19 y claudina-14; las cuales desempefian un papel clave en la selectividad y

conductancia paracelular de los iones calcio y magnesio.

Sin embargo dicha regién de la nefrona tiene otras funciones: 1) absorcién de

cloruro de sodio; y 2) la generacion de un gradiente osmatico como requisito previo

para la reabsorcién de agua en los siguientes segmentos de la nefrona [20].
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La reabsorcion de sodio ocurre a través de 2 vias diferentes: un transporte
transcelular activo y una ruta paracelular pasiva. El primero esta mediado por el
cotransportador sodio/potasio 2 Cloruro (NKCC2) en la membrana apical y la bomba
de sodio y potasio (Na-K-ATPasa) en la membrana basolateral. Al mismo tiempo, la
reabsorcion pasiva de sodio paracelular se produce a través de la union estrecha

por el potencial de conductancia positivo. El transporte activo de sodio también
Rama ascendente gruesa de Henle proporciona la

Carga

NKcC2  Positiva fuerza motriz para

30mM la absorcion de
Na* K* .
W . S potasio y cloruro
» 3omM \ Na®
Unién estrecha Mg ﬁ%ﬁ uomM o través  del
Selectividad al catién o .g.s,i .
" NKCC2 apical.

Mientras que los
>::/n TJ>:’:< iones de cloruro

Na* | salen de la célula

cr ) ) .
CLDN16 CLDN19 hacia el intersticio

\_ / 140mM \
Lumen

a través de los

Figura 7. Funcién de la union estrecha y mecanismo de canales de
reabsorcion de magnesio. cloruro, sélo una

pequefia cantidad de potasio se reabsorbe a través de los canales de potasio en la
membrana basolateral. En contraste, la mayoria del potasio se recicla de nuevo en
la orina a través de canales especificos de potasio ubicados en la membrana apical

de las células del asa ascenderte gruesa [20, 21, 22, 23]. (Figura 7).

El transporte paracelular en esta seccion de la nefrona depende de la selectividad
de la unién estrecha a los cationes (calcio y magnesio) y la fuerza motriz. El primero
es proporcionado por una composicion especifica de claudinas (claudina 16 y
claudina 19) [22], el segundo por la actividad de la ATPasa dependiente de sodio y

potasio.

A lo largo del asa ascendente gruesa de Henle, el potencial de lumen positivo

aumenta constantemente; el gradiente de sodio producido conduce a un reflujo
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paracelular de sodio a través de union estrecha. Esto a su vez conduce a un
incremento adicional en el potencial de lumen positivo y, por lo tanto, proporciona
una fuerza motriz adicional para el transporte paracelular exclusivo de magnesio y

calcio.

La expresion de claudina-16 y claudina-19 es critico para la reabsorcion de calcio y
magnesio en el rindn [20, 23, 24]. Las claudinas son proteinas tetraspan que
consisten en una familia de 27 miembros que forman los canales paracelulares que
permiten la penetracidn selectiva de iones a través de la union estrecha. Mutaciones
en claudina-16 o claudina-19 conducen a una patologia autosémica recesiva
llamada hipomagnesemia familiar con hipercalciuria y nefrocalcinosis; una
enfermedad renal progresiva caracterizada por la pérdida renal primaria de
magnesio con hipomagnesemia, hipercalciuria y nefrocalcinosis. Con frecuencia se
observan infecciones del tracto urinario recurrentes y célculos renales. A pesar de

la hipercalciuria, los pacientes no presentan hipocalcemia [20, 22, 23].

Ademas en este segmento de la nefrona se ha identificado la expresion de la
claudina-14, estudios han evidenciado que esta proteina tiene funcion de barrera
cationica (papel fisioldgico en el oido interno); interactta fisicamente con claudina-
16 pero no con claudina-19 y bloquea directamente su permeabilidad catidnica de
la siguiente forma: se conoce que la conductancia del canal varia con la valencia de
carga efectiva en la cadena lateral del residuo 65, claudina-14 tiene un residuo no
cargado (glutamina) en esa posicion, que reduce la densidad de carga efectiva del
poro del canal de claudina-16, lo que lleva a una disminucion de la penetracion de

los cationes [25].

3.5.4 Transporte transcelular de magnesio: el papel del TRPM6
En membrana apical de las células del tubulo contorneado distal se encuentra el
canal TRPM6, una proteina bifuncional de 6 dominios transmembranales que
comprende un segmento de canal de cation TRP enlazado covalentemente a una
serina/treonina protein cinasa de tipo a [26]. Este canal transporta selectivamente a
Mg?*. Se ha encontrado que esta constitutivamente abierto, pero esta fuertemente

regulado por los niveles intracelulares de Mg ?* . Ademas, la actividad del canal se
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potencia mediante un pH extracelular acido. Este canal es regulado, tanto es su
expresion como en su funcion por algunas hormonas como: EGF (aumenta la
actividad del canal y redistribuye la proteina TRPM6 de la endomembrana a la
membrana plasmatica) [27] y los estrogenos (17 beta-estradiol regula a la alza los
niveles de mRNA de TRPMS6) [28, 29].

Se encuentra muy expresado en rifion y colon. Existen tres isoformas de la proteina;
las isoformas TRPM6a y TRPM6b se coexpresan con TRPM7 en el rifidn (forma
heterodimeros con TRPM7. TRPM6 requiere de la presencia de TRPM7 para
localizarse en la membrana celular) [30] y los testiculos. La isoforma TRPM6c se
detecta solo en los testiculos y en las células de carcinoma de pulmon de células
pequenas NCI-H510A.

El gen humano TRPM6 estéa ubicado en el cromosoma 9 (9921.13) y comprende
39 exones que codifican una proteina de 2022 aminoacidos, con un peso molecular
de 231.7 kDa. Sus ortdlogos se encuentran en todas las especies de vertebrados
[30]. Las mutaciones en el gen TRPM6 causan el trastorno autosémico recesivo
hipomagnesemia con hipocalcemia secundaria, que se caracteriza por niveles
séricos de Mg?* extremadamente bajos (0.1-0.3 mmol / |) acompafiados de bajos

niveles séricos de Ca?* [32].

3.5.5 Magnesio y sus implicaciones en Diabetes mellitus
En las ultimas décadas, la hipomagnesemia (Mg?* sérico <0.7 mmol / L) se ha
asociado fuertemente con la diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) (Tabla 2). Los
pacientes con hipomagnesemia muestran una progresion de la enfermedad mas
rapida y tienen un mayor riesgo de complicaciones [33, 34]. Se ha reportado que
niveles séricos de magnesio disminuidos (hipomagnesemia), son comunes en
pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) y se han asociado con resultados
clinicos deficientes [35]. Ademas estudios clinicos demuestran que los pacientes
con DMT2 con hipomagnesemia tienen reducida la actividad de las células (3

pancreaticas y son mas resistentes a la insulina [34].
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Tabla 2. Estudios clinicos que relacionan la DM y el Magnesio.

Referencia
Atherosclerosis
Risk in
Communities (ARIC)
Study [36].

lowa Women’s
Health Study and
Honolulu Heart

Programme [37].

Nurses' Health
Study and Health
Professional Follow
up Study [38]

Song, Manson,

Buring & Liu, 2004

Women'’s Heart
Study [39]

Divisién de
Nefrologia, Olive

View-UCLA Medical
Center, Sylmar, CA.
[40]

Poblaciones
12,000 adultos (6 afios
de seguimiento) sin
diabetes al inicio del

estudio.

Cohorte prospectivo de
35988

diabéticas, y

mujeres  no

seguimiento durante 6

afnos

85,060 mujeres (18
afios de seguimiento)
42,872 hombres (12

afnos de seguimiento).

39,345

seguimiento de 6 afios.

mujeres Yy

252 hombres y 298

mujeres con un
seguimiento medio de

5+ 1.8 afios

Hallazgos
Niveles séricos bajos de magnesio
estaban asociados con un mayor

riesgo de diabetes

No habia correlacion entre el
magnesio en la dieta y el riesgo de
diabetes

Mostré una correlacion inversa
entre la ingesta de magnesio vy el

riesgo de diabetes

Dieta rica en magnesio reduce el
riesgo de desarrollar diabetes en un
34% en mujeres y 33% en los
hombres.

Relacién inversa significativa entre
la ingesta de magnesio en la dieta 'y
el riesgo de desarrollar diabetes

Una [Mg2 +] baja se asocia con una
tasa de deterioro de la funcién renal

mas rapida en pacientes con DM2.
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Instituto Nacional de Estudio en 32 Mayor ingesta de Mg se asocia de
Ciencias Médicas y mexicanos con forma independiente con mejor
Nutricion Salvador resistencia a lainsulina sensibilidad a la insulina en

Zubiran. [41] pacientes con riesgo de DM tipo 2.

El Mg?* intracelular regula la glucocinasa, los canales de potasio y los canales de
Ca?* tipo L en las células B pancredticas, que preceden a la secrecion de
insulina. Ademas, la autofosforilacion del receptor de insulina depende de las
concentraciones intracelulares de Mg?* ya que estabiliza la fosforilacion del receptor
de insulina y permite que desencadene cascadas de sefalizacion lo que hace que

este ion sea un factor directo en el desarrollo de la resistencia a la insulina.

En el rifién, la insulina activa el canal de Mg?* TRPM6 que determina la excrecion
urinaria final de Mg?*. Por consiguiente, existe un “circulo vicioso” en el que la
hipomagnesemia causa resistencia a la insulina y la resistencia a la insulina reduce

las concentraciones séricas de Mg?* [33].

En el laboratorio del Dr. Reyes del Departamento de Fisiologia, Biofisica y
Neurociencias del CINVESTAV, Molina-Jijon y col. en 2014, observaron en un
modelo de diabetes tipo 1, disminucion de la proteina de la unién estrecha claudina-
2 [42, 43]; y que esta disminucion se relaciona con un aumento en la excrecion
urinaria de sodio; por otro lado Rosas Lorena y col. en 2017 [44] en su tesis de
maestria describe en un modelo experimental de diabetes tipo 2 aumento de la
fraccion excretada de sodio (FENa), potasio (FEK), magnesio (FEMg) y calcio
(FECa). Sin embargo el papel de las claudinas reguladoras de magnesio en la
homeostasis de este ion durante el desarrollo y progresion de la DM no esta bien

entendido.

4 Justificacion
Se ha descrito que la hiperglicemia en un modelo experimental de diabetes tipo 1

induce alteraciones en la expresion de las proteinas de la unién estrecha como
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claudina-5 y claudina-2 induciendo alteraciones en la funcién renal como aumento

en la proteinuriay en la excrecion fraccional de sodio.

El aumento de la excrecion urinaria de magnesio (hipermagnesuria) aparece en

fases tempranas de la nefropatia diabética.

En las uniones estrechas del asa ascendente gruesa de Henle se encuentra la
claudina-16, proteina encargada de la reabsorcion de calcio y magnesio. Hasta el
momento se desconoce si la hiperglicemia induce cambios en la expresién de esta
proteina. Es posible que la hiperglicemia disminuya la expresion de claudina-16 en
el asa ascendente gruesa de Henle disminuyendo la reabsorcion del magnesio en

este segmento tubular, favoreciendo su excrecion.

5 Hipotesis

En el modelo experimental de diabetes tipo la hiperglucemia disminuira la expresion
renal de la proteina de la union estrecha claudina-16, teniendo como consecuencia
la disminucion de la reabsorcion del magnesio, favoreciendo su excrecion por la

orina (hipermagnesuria).

6 Objetivos
6.1 Objetivo general

Evaluar la hipermagnesuria y la alteracion en la expresion de la proteina de la union

estrecha claudina-16, en un modelo experimental de diabetes tipo 1.

6.2 Objetivos particulares

1) Evaluar la funcion renal en ratas de siete, catorce y veintiun dias con diabetes
tipo 1.

2) Evaluar concentraciones urinarias y séricas de electrolitos como Mg2+, Ca2+,
Na+ y K+ por espectrometria de emisién con fuente de ionizacién (ICP-OES) en
ratas de siete, catorce y veintiun dias con diabetes tipo 1.

3) Evaluar si existen cambios en la expresion de la claudina 16 mediante
inmunofluorescencia y western blot en ratas de siete, catorce y veintiiin dias con

diabetes tipo 1.
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7 Materiales y métodos
7.1 Modelo experimental

7.1.1 Diabetes tipo 1
Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 y se aprobaron por la Unidad Institucional de Produccion y
Experimentaciéon con Animales de Laboratorio (UPEAL, protocolo O178-16). Se
emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso corporal entre 200-250 g.
Las ratas se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad (12h/12h) a 22 +/- 1 °C de
temperatura ambiente y 50 +/- 5% de humedad ambiental. Los animales se

mantuvieron con acceso libre a agua y alimento (PicoLab® Rodent Diet 20 5053*).

Para inducir el modelo de diabetes tipo 1, se usé una dosis de estreptozotocina
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA) de 60 mg/kg de peso, usando como vehiculo Buffer
de citratos 10 mM , pH 6 por via intraperitoneal. Como control se utilizan ratas
macho del mismo peso (entre 200-250 gramos) a los cuales se les administra el
vehiculo. Tres dias posteriores a la administracion de STZ, se midio el nivel de
glucemia con un glucémetro de la marca OneTouch Ultra® (Milpitas, CA, USA), las
ratas se consideraron diabéticas cuando los niveles de glucemia superaron 200
mg/dL. Las ratas se sacrificaron en los dias 7, 14y 21 después de la administracién
de STZ (Figura 7).
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Ratas: 200 — 250 g de peso Semanalmente
Induccion Medicion glucosa
STZ: 60mg/Kg Registro del peso corporal
Vehiculo: Buffer de citrato Recoleccién de orina de 24 hrs
10mM pH 6 Muestra de sangre

“ A
[ 3 M

t 7 dias 14 dias 21 dias

Ayuno de 8

Procesamiento de las muestras
horas

Proteinuria
Depuracion de creatinina
Cuantificacion de electrolitos por ICP-OES (Mg 2+, Ca?*, Na*y K*)
Evaluacién de la expresién de proteinas de interés (Cln-16) por
IF, y WB

Figura 8. Protocolo experimental.

7.2 Metodologia

7.2.1 Obtencion de la muestra
Una vez que se han seleccionado las ratas que cumplen con los criterios de
diagnéstico de Diabetes mellitus; semanalmente durante tres semanas se procede
a registrar su peso corporal, posteriormente se introducen en jaula metabdlica por
24 horas para recolectar la orina. Se realizan alicuotas de la muestra de orina, se

congelan con nitrogeno liquido y se almacenan a -80 °C.

Posteriormente, las ratas se anestesiaron con isofluorano a una dosis de induccion
del 5% y una dosis de mantenimiento 3% para llevar a cabo la recoleccién de sangre
por puncion cardiaca. Se obtuvo un volumen aproximado de 5 mL de sangre total,
se centrifugd la muestra a 3500 rpm por 5 minutos y se separd el suero para

después congelarlo con nitrégeno liquido y almacenarlo a -80°C.

Para la obtencion del tejido renal; los rifilones se disecaron, y se sumergieron en

solucion salina isotonica fria (SSI, 0.9% NaCl), se les quité la capsula renal, se
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pesaron y se realizaron cortes transversales de 5-7 mm aproximadamente (4-5
cortes). Posteriormente se criopreservaron, sumergiéndose por 1 minuto en 2-
metilbutano, seguido de 5 minutos en nitrégeno liquido. Se almacenaron a -80 °C,
para su posterior analisis. El tejido renal sera utilizado para los ensayos de Western

blot e inmunofluorescencia.

7.2.2 Determinacion de electrolitos por espectroscopia de emision oOptica por
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES).

Para determinar las concentracione séricas y urinarias de los electrolitos sodio,
potasio, calcio y magnesio utilizamos la espectroscopia de emision éptica por
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES). Esta técnica consiste en un tipo de
espectroscopia de emision que utiliza el plasma acoplado inductivamente para
producir la excitacion de los electrones a niveles de energia superiores. Tras dicha
excitacion, los electrones regresan a su estado original, emitiendo rayos de luz con
una longitud de onda caracteristica para cada elemento. La intensidad de la luz
emitida es proporcional al nimero de atomos del elemento presente en la muestra.
Con esta técnica se pueden analizar simultaneamente todos los elementos de

interés y en niveles tan bajos como 1-10 partes por mil millones o ppb.

Para la realizacion de este exprimento se requiere de la digestion previa de la

muestra para lo cual se realiza la siguiente metodologia:

Se diluy6é la muestra de suero (1:10) en agua desionizada, posteriormente se
colocan volumentes de 40,60, 80 y 100uL de la dilucion en tubos Eppendorff®, se
agregaron 400 uL de acido nitrico 65% Suprapur® (Merck KGaA 64271 Darmstadt,
Alemania). Se incubaron en un horno de microondas por 48 horas a 58°C.
Posteriormente se centrifugé a 3500 rpm por 1 min y se agregaron 800 pL de agua
desionizada y se realiz6 la lectura de las muestras en ICP-OES Optima 8000 (Perkin
Elmer). Para la determinacion de iones en orina no es necesario realizar la dilucion

de la muestra.
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7.2.3 Funcion renal: determinaciéon de depuracidon de creatinina, proteinuria y
fraccion excretada de los iones.

Para evaluar el estado de la funcién renal se determinan la creatinina en suero y

orina, depuracion de creatinina y proteinuria. Para la determinacién de creatinina

sérica y urinaria se usa el método de Jaffé [45]. La depuracidén de creatinina se

corrige con el peso corporal, expresandose en mL/min/100 g.p.c. la depuracion de

creatinina se determina mediante la férmula de aclaramiento:

[creatinina] en orina (mg/dL) x Flujo de orina (mL/min)
[creatinina] en plasma

Depuracion de creatinina (mL/min) =

La proteinuria se midié mediante el método de Lowry modificado (Bio-Rad Protein
Assay Kit; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

Para evaluar la funcién tubular se midi6 la excrecién fraccional de sodio (FENa),
excrecion fraccional de potasio (FEK), excrecion fraccional de calcio (FECa),

excrecion fraccional de magnesio (FEMg); para lo cual se usé la siguiente féormula:

Depuracién del elemento

* 100

FE Elemento (%) =
emento (%) Depuracion de creatinina

[elemento] en orina (mg/dL) x Flujo de orina (mL/min)
[elemento] en plasma

Depuracion del elemento (mL/min) =

7.2.4 Western blot
Para realizar la extraccion de las proteinas totales, la corteza renal se lavo tres
veces con RKB frio y se resuspendié en 10 mL de RKB con 15 mg de colagenasa
tipo Il. Las muestras se gasificaron durante 20 min con 95% de CO2/5% de aire
atmosférico en un bafio de agua a 37°C con agitacion vigorosa. Después de la
agitacion, se adicionaron 20 mL de RKB frio que contenia al cocktail de inhibidores
de proteasas (Complete 1x; Boehring Mannheim, Alemania) y fluoruro de
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fenilmetilsulfonilo (PMSF, 20 g/mL) para inactivar la colagenasa. La suspension se
filtr6 para remover las fibras de coldgeno y se centrifugd (18 x g/10 min). El botén
se resuspendié en 10 mL de RKB frio que contenia un cocktail de inhibidores de
proteasas y se centrigugd nuevamente (18 x g/10 min). Este procedimiento de
lavado se repiti6 una vez mas. El botén final se resuspendid en 300 pL de
amortiguador de extraccion RIPA, que contenia, en mM: 40 Tris-HCI, 150 NacCl, 2
EDTA, 10% glicerol, 1% Triton X-100, 0.5% de desoxicolato de sodio y 0.2% de
dodecil sulfato de sodio (SDS) a pH 7.6 y se incubd durante 30 min a 4°C.
Posteriormente, las muestras se sonicaron 3 veces durante 30 s cada vez en un
sonicador ultrasénico de alta intensidad (Vibra Cell; Sonic & Materials, Inc.,
Danbury, CT, USA) y se centrifugaron a 20 000 rpm x g a 4°C durante 40 min.
Finalmente, se recolectaron los sobrenadantes los cuales contenian las proteinas

totales de corteza renal

La cantidad de proteina presente en la muestra se midi6 mediante el método de
Lowry modificado (Bio-Rad Protein Assay Kit; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA).

Las muestras se diluyeron (1:5) en amortiguador de Laemmli con urea (5 M) y se
desnaturalizaron por calentamiento durante 12 min. Las proteinas se colocaron en
geles SDS-PAGE al 12% (claudina-16) y 8% (THP). En paralelo con las muestras
se colocaron marcadores de peso molecular (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, USA) para la identificacion correcta de las proteinas a analizar. Las
proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (Amersham Bioscience, Uppsala,
Suecia). Las uniones no especificas se bloquearon con una disolucion de caseina
al 1% disuelta en PBS con 0.05 % de Tween 20. Las membranas se incubaron
durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios. Posteriormente, las
membranas se lavaron 6 veces con PBS con 0.05 % de Tween 20 durante 5
minutos a temperatura ambiente y se incubaron durante 1 h con los anticuerpos
secundarios. Después de 6 lavados (con PBS con 0.05 % de Tween 20 durante 5

min), las membranas se revelaron con el reactivo de deteccion Luminata. La
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qguimioluminiscencia se detectd mediante el sistema ChemiDoc Touch Imaging

System. La densitometria de las bandas se cuantifico mediante el software ImageJ.

En la siguiente tabla se enlistan los anticuerpos utilizados, las diluciones, el

fabricante y nimero de catalogo.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para Western Blot

Anticuerpo (especie) Dilucion Fabricante Numero de
catalogo
Anti CLDN16 (conejo) 1:500 Abcam Ab106504
THP (B-2) (mouse) 1:500 Santa Cruz sc-271022
HRP beta-Actina 1:40000 Invitrogen MA5-15739-HRP

7.2.5 Inmunofluorescencia
Se cortaron rebanadas transversales de rifion de aproximadamente 0.5 cm de
espesor y se sumergieron durante 5 min en 2-metilbutano a 4°C para congelarlas
posteriormente en nitrégeno liquido. Se cortaron rebanadas de 4 um de espesor en
un criéstato (Leica CM 1510 Cryostat, Wetzlar, Alemania) y se montaron en
portaobjetos recubiertos con gelatina que se conservaron a -70 °C hasta el dia de
los experimentos. Para los experimentos de inmunofluorescencia, los cortes se
fijaron en metanol (10 min a -20 °C ), después se hidrataron con PBS 1% (5 min a
temperatura ambiente), posteriormente se permeabilizaron con PBS con 1% Triton
X-100 0.2% (durante 5 min a temperatura ambiente) y se lavaron dos veces por 5
min (PBS 1%). Las muestras se bloquearon (30 minutos a temperatura ambiente)
con solucién albumina libre de IgG al 0.5% (Research Oraganics, Cleveland, OH,
USA) y se incubaron con los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4 °C).
Se utilizé DAPI para marcar los nucleos. Los anticuerpos secundarios (mencionados
en la tabla 2), se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente, se lavaron tres
veces con PBS 1% (durante 10 min a temperatura ambiente) y finalmente se
montaron las preparaciones con Vectashield (Vector Laboratories, Inc. Burlingame,
CA, USA). Las inmunofluorescencias se analizaron con un microscopio confocal

invertido (TCS-SP8, Leica, Heidelberg, Alemania). Los experimentos se realizaron
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de manera independiente al menos tres veces en tres animales diferentes por grupo.
Como control negativo, las laminillas se marcaron de manera especifica en ausencia

de los anticuerpos primarios.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia

Anticuerpo (especie) Dilucién Casa comercial Numero de
catalogo
Anti CLDN16 (conejo) 1:100 Abcam Ab106504
THP (B-2) (mouse)G 1:100 Santa Cruz sc-271022
Alexa-flaor 488 (conejo) 1:500 Invitrogen A21206
Alexa-flaor 594 (ratén)  1:500 Invitrogen A21203

7.2.6 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedio + el error estandar de la media (EEM).
Las diferencias entre los promedios se analizaron mediante t de student (para
comparar entre dos grupos) o analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguida de
la prueba de Bonferroni (para comparar el curso temporal) y se considero

estadisticamente significativa a partir de un valor de p<0.05.

8 Resultados.
6.1 La administracion de estreptozotocina en ratas Wistar induce un modelo

experimental de diabetes tipo 1y dafio renal.

El primer objetivo fue inducir el modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1
usando una dosis de estreptozotocina de 60 mg/kg en ratas de entre 200-250
gramos de peso. Para el diagnéstico de la enfermedad se midieron los niveles de
glucosa en ayuno, considerandose un valor mayor de 200 mg/dL como diagnéstico
de la enfermedad. En la figura 9 podemos observar que las ratas en los dias 7 (
419.3 £109.2 mg/dL), 14 (493.8 £120.7 mg/dL) y 21 (491 + 130 mg/dL) posteriores
a la induccion presentan aumento en los valores de glucosa respecto a los animales
control de 7 (124 + 12 mg/dL), 14 (109.5 + 2.1 mg/dL) y 21 (124 + 2.8 mg/dL) dias
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respectivamente. Ademas se observé que las ratas diabéticas presentan aumento
en el flujo urinario en los dias 7 (0.05845 + 0.019 mL/min), 14 (0.0332 + 0.01 mL/min)
y 21 (0.05336 + 0.009 mL/min) respecto a los controles (0.0204 £+ 0.005 mL/min) y
disminucién en la ganancia de peso en el dia 7 (291.8 £22.7 g), dia 14 (300.5 £ 21.9
g) y 21 dias (310.5 + 13.9 g) contra los controles ( dia 7: 318.6 £ 9.2 g; dia 14: 347
+ 1.4 g; dia 21: 408 £ 49 g) en comparacion con los animales controles; con lo que

se corroboro la induccién del modelo.
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Ademas se evalud la funcion renal y se encontré que la diabetes indujo aumento en
los valores de proteinuria en el dia 21 (0.2407 + 0.14 g/dia) respecto al control
(0.0469 + 0.019 g/dia); se observé aumento de los valores de la depuracion de
creatinina en el dia 21 (0.5383 + 0.28 mL/min/100g.p.c.) respeto a los controles
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(0.1435 £ 0.047 mL/min/100g.p.c). También se observaron alteraciones en el
manejo de electrolitos: aumento en los valores de la depuracion de sodio en el dia
21 (0.00235 £ 0.001 mL/min/100g.p.c) respeto al control (0.0003 + 0.0001
mL/min/100g.p.c), sin embargo no hubo cambios estadisticamente significativos en
los valores de la fraccion excretada de sodio (FeNa); no se modificaron los valores

séricos de sodio
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— Figura 10. La diabetes induce
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6.2 Las ratas diabéticas tipo 1 presentan aumento en la fraccidén de excrecién

de los iones calcio y magnesio.

Se evaluaron también las concentraciones séricas y urinarias de los iones calcio y
magnesio para poder calcular los parametros de fraccion excretada y la depuracion
de cada ion. En la figura 11 podemos observar un aumento de los valores de
depuracion de calcio en el dia 21 (0.01417 £ 0.008 mL/min/100 g.p.c.) y de los
valores de la fraccion excretada (3.041 £ 2.4 %) respecto a los controles (0.0004 +
0.0002 mL/min/100 g.p.c., 0.3136 * 0.22 % respectivamente); se observa aumento
de los valores de la depuracién de magnesio (0.111 + 0.06 mL/min/100 g.p.c) y de
los valores de fraccion excretada (22.37 + 12.5 %) contra controles ( 0.009 + 0.002
mL/min/100 g.p.c, 6.9 + 1.9 %, respectivamente). Sin embargo los valores séricos

de estos iones no presentan alteraciones.
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Figura 11. Las ratas diabéticas tipo 1 presentan aumento en la fraccién de
excreciéon de los iones calcio y magnesio. a) depuracién de calcio ajustada por
100g de peso corporal, b) fraccion excretada de calcio, ¢) depuracion de magnesio
ajustada por 100 g de peso corporal, d) fraccion excretada de magnesio, e) valores
séricos de calcio, f) valores séricos de magnesio. Se muestra el promedio + EEM.
n=6. Estadistica: ANOVA 1 via, Bonferroni *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

6.3 La expresion de claudina-16 en el asa ascendente gruesa de Henle

disminuye en ratas diabéticas tipo 1.

Evaluamos la expresion de las proteinas encargadas de la regulacion de iones
divalentes a nivel del asa ascendente gruesa de Henle (claudina-16) mediante

inmunofluorescencia y western blot. Mediante la técnica de inmufluorescencia
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(Figura 12) se observé que en condiciones normales el patron de claudina-16 es
como “serpenteo” continuo sin embargo en la condicion diabética el patron se pierde
y se deslocaliza la sefial haciéndose citoplasmatica. Como marcador de asa
ascendente se usé THP (proteina de Tamm-Horsfall o uromodulina) (marcada en
rojo). Estos cambios se confirmaron mediante el analisis cuantitativo de la expresion
de la proteina en la fraccion medular y de corteza mediante la técnica de Western
blot; donde se observé una disminucién en la expresion de claudina-16 en medula
en el dia 7 (0.874 £ 0.036 UA), dia 14 (0.1045 + 0.034 UA) y dia 21 (0.191 + 0.019
UA) respecto a los controles (0.417 + 0.05). Ademas se observo una disminucion
de la expresion de claudina-16 en corteza en los dias 7 (0.1881 + 0.01 UA), en el
dia 14 (0.1504 + 0.05 UA) y dia 21 (0.0597 = 0.02 UA) respecto a los controles
(0.4604 + 0.007 UA).
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Figura 12. La diabetes disminuye la expresion de claudina-16 en el asa
ascendente gruesa de Henle evaluado mediante el analisis por
inmunofluorescencia. a) Expresion de claudina-16 en asa ascendente gruesa de
Henle (marca verde), se us6 THP como marcador de asa ascendente (marca en
rojo), b) cuantificacién por Western blot de claudina-16 en médula, c) cuantificacion
por Western blot de claudina-16 en corteza. La B-actina se utiliz6 como control de
carga. UA, unidades arbitrarias. Se muestra el promedio + EEM. n=6. *p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001.

9 Discusion

La hiperglicemia presente en la diabetes mellitus ocasiona dafios en el
funcionamiento renal que a largo plazo culminan en insuficiencia renal. Se conoce
que en fases tempranas de nefropatia diabética hay dafio diferencial sobre la

expresion de las proteinas de la union estrecha dando como consecuencia aumento
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en la excrecion fraccional de sodio [41,42] Diversos estudios han evidenciado la

relacion existente entre diabetes mellitus y aumento en la excrecion de magnesio.

En este estudio se evaluo el efecto de la hiperglicemia sobre la expresion de la
molécula de la unién estrecha claudina-16, localizada en el asa ascendente gruesa
de Henle y su relacion con el manejo renal de los iones magnesio y calcio. Nuestros
resultados sugieren que el aumento en la fraccion de excrecion de los iones calcio
y magnesio se encuentra relacionado con la disminucion de la expresion de

claudina-16 a nivel del asa ascendente gruesa de Henle.

Nosotros consideramos que a los 21 dias nuestro modelo se encuentra en la fase
temprana de la nefropatia diabética, ya que el aumento en la depuracion de
creatinina (hiperfiltracién glomerular) y el aumento en la proteinuria al dia 21 se han
descrito clasicamente como cambios tempranos de nefropatia [7, 9, 12, 41]. Lo que
posiblemente pudiera explicar que en nuestro estudio los niveles séricos de
magnesio no disminuyeron en ratas diabéticas durante los 21 dias de seguimiento,
creemos que la hipomagnesemia puede hacerse evidente con un seguimiento mas
largo, debido a que observamos que los valores de magnesio sérico en el dia 21
parecen disminuir (Figura 11 f) sin embargo no alcanzan diferencia estadisticamente

significativa.

En nuestro trabajo observamos la disminucion de la expresion de claudina-16 a nivel
del asa ascendente gruesa de Henle en las ratas diabéticas (Figura 12 d, e), lo cual
podria explicar parcialmente el aumento en la excrecién fraccional de magnesio y
calcio; ademas observamos una deslocalizacion de la proteina claudina-16,
observandola mas citoplasmatica que membranal lo cual podria contribuir a su mal
funcionamiento. La claudina-16 ha sido identificada como una de las moléculas
implicadas en la reabsorcién de magnesio a nivel del asa ascendente gruesa de
Henle sitio donde se lleva a cabo el mayor porcentaje de reabsorcion de calcio y
magnesio mediante transporte paracelular; sin embargo no solo esta molécula ha
sido implicada en el transporte de iones divalentes a nivel del asa ascendente
gruesa, otras claudinas como claudina-19 y claudina-14 se encuentran regulando el
paso de los iones por la ruta paracelular (mutaciones en claudina-16 [21] y en
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claudina-19 [45] dan origen a un sindrome monogénico llamado hipomagnesemia
familiar con hipercalciuria y nefrocalcinosis (FHHNC; OMIM #248250)).

Se sabe que en condiciones fisioldgicas normales, claudina 19 y claudina-16 forman
un canal de catidnico heteromérico que brinda a la selectividad a los iones calcio y
magnesio necesaria para su reabsorcion en éste segmento de la nefrona [22, 23,
24]. Por otro lado, claudina-14 interactua fisicamente con claudina-16 pero no de
manera directa con claudina-19 y bloquea su permeabilidad cationica, se ha
evidenciado que la transcripcion y los niveles de claudina-14 estan regulados
positivamente por una dieta alta en calcio, ademas los animales con delecion de
claudin-14 desarrollan  hipermagnesemia, hipomagnesuria e hipocalciuria en
condiciones dietéticas altas de calcio [25].

El otro sitio encargado de la reabsorcion de magnesio es el tubulo contorneado
distal, donde el canal TRPM6 permite la reabsorcién del ion, aunque la cantidad de
magnesio reabsorbido en este segmento no es abundante, el tubulo contorneado
distal es un segmento critico ya que se ha evidenciado que mutaciones en el canal
TRPM®6 causan un trastorno genético con hipomagnesemia e hipermagnesuria [26,
30, 31, 32].

En un estudio previo en un modelo de diabetes mellitus tipo 1 y con tiempo de
seguimiento de 14 dias [46], se demostré al igual que en nuestro estudio que no
existen cambios en los niveles séricos de magnesio, sin embargo dicho trabajo no
reporta alteraciones en la expresion de claudina-16 aunque si un aumento en la
expresion de TRPM6, con lo que sugieren un papel como posible mecanismo

compensatorio ante la pérdida aumentada de magnesio.

Por otro lado, existe evidencia usando ratas obesas y diabéticas tipo 2 (OLETF y
LETO) a las edades de 16, 24 y 34 semanas; de un aumento en la excrecion de
magnesio a las 24 semanas de edad, mientras que la hipomagnesemia fue aparente
hasta las 34 semanas de seguimiento; aunque en éste estudio la expresion de
claudina-16 en uniones estrechas de la rama ascendente gruesa de Henle no sufrié

alteraciones, se evidencio la regulacion a la baja del canal TRPM6, resultados que
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contrastan con los observados previamente en un modelo tipo 1 [47]. Estas
observaciones sugieren evaluar el papel de la insulina, asi como los niveles de

glucosa, en la regulacién de la reabsorcion de magnesio.

Las claudinas (claduina-14 y 19) y el canal TRPM6 no fueron evaluadas en nuestro
trabajo; sin embargo, el aumento en la excrecion fraccional de calcio y magnesio,

sugieren la alteracion en la expresion de estas proteinas.

10 Conclusion

La hiperglicemia altera de manera diferencial la expresion de las proteinas de la
union estrecha ocasionando en algunos casos alteracion en el manejo renal de
electrolitos; en el presente trabajo se evidencia que en un modelo de diabetes tipo
1 se disminuye la expresion de la proteina claudina-16 presente en las uniones
estrechas del asa ascendente gruesa de Henle y ademas se observa una
deslocalizacibn de la proteina, relacionandose con una disminucion de la
reabsorcion de magnesio y calcio, teniendo como consecuencia final un aumento

en la fraccidn excretada de dichos iones.

11 Perspectivas

Debido a que este trabajo se limita a evaluar solo la expresion renal de la proteina
claudina-16, se pretende evaluar mediante inmunofluorescencia y western blot
cambios en la expresion de claudina-14 y 19, y cOmo se encuentran alteradas las
interacciones entre las mismas. Ademas se pretende evaluar el tubulo contorneado
distal mediante la cuantificacion de la expresion de TRPM6. Evaluar el impacto de
la correccion de las cifras de glucosa (mediante la administracion de insulina a las
ratas inducidas con estreptozotocina) sobre la expresion de las proteinas claudina-
16, claudina-19, claudina-14 y TRPM6. Se pretende ademas prolongar el tiempo de
seguimiento de las ratas diabéticas tipo 1, para evaluar si en algan momento el
aumento de en la fraccién excretada de magnesio aumente de tal manera que cause
disminucién en los niveles séricos del ion y evaluar si existe una relacion entre éste

fendémeno y el deterioro en la funcion renal. Evaluar en un modelo de diabetes tipo
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2 las alteraciones en las proteinas encargadas de la reabsorcion de magnesio a

nivel renal.
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