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Resumen

La nefropatia diabética (ND) es la complicacion mas comun de la diabetes. Se ha
descrito que la diabetes induce la pérdida de podocitos, lo que compromete
significativamente el proceso de filtracion renal. En casos graves conduce a insuficiencia
renal cronica (IRC). Los podocitos son células epiteliales altamente diferenciadas con una
nula capacidad de proliferacion en condiciones basales. Los mecanismos de regeneracion
de podocitos implicados en las primeras etapas del dafio renal en la diabetes se desconocen.
Se ha encontrado una subpoblacion de células progenitoras (Cp) en la capsula de Bowman
(CB) del glomérulo con capacidad de autorrenovacion y diferenciacion a podocitos.
Anteriormente, se describié la expresion de la proteina especifica de arresto del
crecimiento 1 (Gasl) en el rifion, en las células glomerulares y en las células progenitoras
renales durante la nefrogénesis. Por esta razon, se analizO la expresion de Gasl en
diferentes segmentos de la nefrona como la capsula de Bowman y la nefrona distal en
condiciones normales y durante las primeras etapas de la ND. Especificamente, se estudid
la expresion de Gasl en la CB y su posible efecto en la activacion y diferenciacion de las
Cp a podocitos en las etapas tempranas de la diabetes. Se encontr6 que la diabetes
disminuye la expresion de Gasl en la CB y favorece la expresion de marcadores de células
progenitoras como NCAM, CD24 y SIX1/ 2. También se observo un aumento de células
que expresan al marcador de podocitos y al marcador de células progenitoras
(WTL1*/NCAM™) en la CB, lo que sugiere que las Cp iniciaron su proceso de diferenciacion.
Ademas se observo una restauracion en la densidad de podocitos. Todos estos resultados
sugieren que la diabetes favorece la disminucion de la expresion de Gasl y probablemente
la activacion y diferenciacién de las Cp de la capsula de Bowman a podocitos. Se propone
que en las primeras etapas de la diabetes, existe un mecanismo de regeneracion de
podocitos, donde posiblemente esté involucrada la proteina Gasl. Posteriormente, también
se analiz6 la expresion de Gasl en el tibulo colector en condiciones normales y en las
primeras etapas de la ND. Se identificO a Gasl como nuevo marcador de células
principales. Los resultados confirmaron la expresion especifica de Gasl en las células
principales y la capacidad de estas células para diferenciarse a células intercaladas en dafio
renal inducido por la diabetes. Este es el primer trabajo hasta donde sabemos, que describe
la expresion de Gasl en las células parietales de la capsula de Bowman y en la nefrona
distal.
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Abstract

Diabetic nephropathy (DN) is a most common complication of diabetes.
Diabetes induces podocyte loss, which significantly compromises the renal filtration
process. In severe cases it leads to chronic renal failure (CRF). Podocytes are highly
differentiated epithelial cells with a very low proliferation capacity under basal
conditions. The mechanisms of podocyte regeneration involved in the early stages of
kidney damage in diabetes are not fully established. A subpopulation of progenitor cells
(PC) has been described in Bowman’s capsule (BC). These cells have the capacity of
self-renewal and eventually might differentiate into podocytes. Previously, the
expression of the Growth Arrest Specific protein 1 (Gasl) was described in kidney,
especially in glomerular cells and in renal progenitor cells during nephrogenesis. For
this reason we analyzed the expression of Gasl in different nephron segments like in
the Bowman’s capsule and distal nephron in normal conditions and during early stages
of DN. Specifically, we decided to analyze the expression of Gasl in the BC and its
possible effect in the activation and differentiation into podocytes of the PC in the early
stages of DN. We found that diabetes decreases the expression of Gasl in the BC and
favors the expression of progenitor cell markers like NCAM, CD24 and SIX1/2. We
observed an increase of cells which express podocytes and progenitor cells markers
(WT1*/NCAM™) in the BC, suggesting that PC initiated their differentiation to
podocites. We also found a restoration in the podocyte density. All these results suggest
that diabetes induced the decrease of Gasl expression and probably the activation and
differentiation of the PC’s in the Bowman’s capsule. We propose that in early stages
of diabetes, a mechanism of podocyte regeneration is present and is associated to the
expression of Gasl. Next, we analyzed the expression of Gasl in the collecting duct in
control conditions and in the early stages of diabetes. We identify to Gasl as novel
marker of principal cells. Our results confirm the specific expression of Gasl in the
principal cells and their capacity to differentiate into intercalated cells. This is the first
work to the extent of our knowledge that describes the expression of Gasl in the parietal

cells of Bowman's capsule and in the distal nephron.
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I. Introduccién
1. Sistema urinario

El sistema urinario representa un eje importante y fundamental para el
organismo, ya que es un conjunto de dérganos encargados de la produccion,
almacenamiento y expulsion de la orina. El sistema urinario esta compuesto por dos
rifones, dos uréteres, la vejiga y la uretra (Figura 1). Los rifiones se encargan de la
formacién de la orina, la cual se almacena en la vejiga, al pasar por los uréteres;
finalmente, la orina es expulsada de la vejiga por la uretra. El sistema urinario
contribuye, junto con los pulmones y el higado, al mantenimiento de la homeostasis,
ya que a través de la orina se eliminan del organismo ciertos productos finales del

metabolismo y sustancias toxicas (1).

Arteria
renal

Vena
renal Rifidon
Aorta
Uréter
Vejiga
Uretra

Figura 1. El sistema urinario y sus componentes. Tomado y modificado de EMS Education System,
2021 (219).

2. Rifiones

2.1 Anatomia y fisiologia renal
Los rifiones son Organos pares situados en la cavidad retroperitoneal y
paravertebral. El peso de cada rifidn oscila en un intervalo de 125-170 g en hombres

adultos y entre 115-155 g en mujeres adultas. El tamafio de un rifion humano es
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aproximadamente de 11 a 12 cm de largo, 5 a 7 cm de ancho y un grosor de 2.5 a 3 cm.

En la parte media del rifidn se localiza el hilio renal. El hilio renal es un sitio de entrada

y salida a la parte interna del rifién para la pelvis renal, la arteria y vena renal y un plexo

nervioso. Los rifiones son 6rganos densos rodeados por una capa de tejido conjuntivo

denominada fascia renal, que protege la estructura anatémica del rifion (Figura 2A).

Las funciones mas importantes de los rifiones son:

1.

La excrecion de productos metabolicos de desecho y sustancias quimicas
extrafias. Estos productos de desecho metabdlicos son la urea (metabolismo de
aminoacidos), la creatinina (de la creatina muscular), el acido urico (de los
acidos nucleicos, los productos finales de la hemoglobina (como la bilirrubina)
y metabolitos de diferentes hormonas. Los rifiones también eliminan la mayoria
de las toxinas y sustancias exdgenas del organismo como pesticidas, farmacos
y aditivos alimentarios.

La regulacidon de los equilibrios hidricos y electroliticos. Mediante la excrecion
y reabsorcién de agua y de electrolitos como el ion sodio (Na*), cloro (CI),
potasio (K*), calcio (Ca?*), hidrogeno (H*), magnesio (Mg?*) y fosfato (PO4>".
La regulacion de la presion arterial. Por la secrecion de hormonas como la
renina, que favorecen la produccion de factores vasoactivos (p. ej. la
angiotensina I1).

La regulacion del equilibrio &cido-basico. Mediante secrecién de H* por los
tubulos renales y reabsorcion de bicarbonato.

Secrecion, metabolismo y excrecién de hormonas. Los rifiones secretan
eritropoyetina que estimula la diferenciacion de las células precursoras

hematopoyéticas a eritrocitos.

MacroscOpicamente, en un corte transversal de rifién se pueden identificar dos

zonas, una zona externa denominada corteza y una zona interna denominada médula.

La médula posee estructuras conicas de tejido llamadas pirdmides renales. La base de

cada pirdmide renal termina en la papila y se proyecta hacia el espacio de la pelvis

renal, que es una continuacion de forma extendida del uréter. En la pelvis renal se
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forman estructuras acampanadas abiertas, conocidas como calices mayores. Al mismo
tiempo los calices mayores se dividen en estructuras de menor tamafio denominadas
calices menores, que recolectan la orina proveniente de la papila renal para llegar asi a

los uréteres (Figura 2B) (2).

A B

Glandula suprarrenal

Arteria renal
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Figura 2. Estructura macr,oscépica del rifién. (A) Estructura externa y (B) corte transversal de rifion.
Tomado y modificado de Area Ciencias- Biologia, 2021 (220).

2.2 La nefrona

Microscopicamente, el rifién estd compuesto por la nefrona. La nefrona es la
unidad funcional del rifion y se define como una red tubular perfectamente ordenada
que realiza los procesos de filtracion, reabsorcion y secrecion. Cada rifion humano
contiene alrededor de 800,000 a 1, 000,000 nefronas y en roedores aproximadamente
de 12-16,000 nefronas. Los compones esenciales de la nefrona son: el glomérulo, el
tubulo contorneado proximal, el asa de Henle, el tabulo distal, el tabulo conector y el

tabulo colector (Figura 3) (3-5).
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Figura 3. Estructura microscépica del rifion: la nefrona. Tomado y modificado de Russell Kightley
media: Scientific Illustrator & Animator, 2020 (221).

2.3 El glomérulo

El glomérulo también conocido como corpusculo renal, es la estructura inicial
de la nefronay el sitio donde se lleva a cabo el proceso de filtracion renal. EI glomérulo
posee una forma de esfera, que se divide en dos zonas: una zona de epitelio visceral
(zona interna) y una zona de epitelio parietal (zona externa). En la zona de epitelio
visceral se localizan células endoteliales de capilares intraglomerulares, células
mesangiales, una membrana basal glomerular (MBG) y células epiteliales o podocitos;
en conjunto, estos componentes forman la barrera de ultrafiltracion. La zona del
epitelio parietal posee una capa de células epiteliales parietales (CEP)
monoestratificadas que rodea a la zona visceral glomerular y que en conjunto forman
la capsula de Bowman para dar soporte a la estructura esférica caracteristica del
glomérulo. Entre la zona visceral y parietal, existe una cavidad estrecha por donde pasa
el filtrado glomerular que produce la barrera de ultrafiltracion, para poder llegar a los
tubulos renales, esta cavidad recibe el nombre de espacio de Bowman u espacio
urinario. Al mismo tiempo, la zona visceral del glomérulo se conecta con el tubulo
proximal por el polo urinario. Mientras que la zona visceral y parietal se conectan por
el polo vascular, formando una hendidura por donde la arteriola aferente entra y la

arteriola eferente sale del glomérulo (Figura 4) (6-8).




Cinvestav Departamento de Farmacologia

Arteriola Células mesangiales

eferente Podocitos

v

Células
_~~ endoteliales

Tubulo
proximal

Arteriola /

aferente *

/ visceral

Cépsula de
Bowman

Zona parietal
Células parietales

Figura 4. Estructura glomerular. El glomérulo o corpusculo renal, se divide en dos zonas: una zona
interna o visceral donde se localizan las células mesangiales, células endoteliales y los podocitos; y una
zona externa o parietal donde se localizan las células parietales y la capsula de Bowman. También posee
un polo vascular por donde entra la arteriola aferente y sale la arteriola eferente; asi como un polo
vascular que conecta al glomérulo con el tdbulo proximal. Tomado y modificado de Jefferson et al.
(2008) (9).

2.4 Podocitos

Los podocitos son células epiteliales altamente especializadas y diferenciadas
que se encuentran en la zona visceral glomerular. Estructuralmente, los podocitos
poseen un cuerpo principal del cual emergen prolongaciones citoplasmaticas primarias
y secundarias denominadas pedicelos (Figura 5A-B). El cuerpo principal contiene un
nucleo prominente, asi como un aparato de Golgi y abundante reticulo endoplasmatico
liso y rugoso, lisosomas y mitocondrias. En contraste, los procesos podalicos primarios

y secundarios presentan una menor densidad de organelos (10,11).

Los procesos podalicos secundarios se interdigitan con otros pedicelos,
rodeando los capilares glomerulares, confiriéndoles asi una mayor estabilidad, nula
motilidad y, lo mas importante, formando el diafragma en hendidura (Figura 5C). El
diafragma en hendidura es entonces, un punto de contacto intercelular Unico integrado
por diversos tipos de union celular como proteinas de la union estrecha (ZO-1, MAGI-
1, MAGI-2, JAM-A 'y CASK), y uniones adherentes (P-caderina, FAT, B-catenina), asi

5
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como por un complejo de proteinas transmembranales (nefrina, NEPH1-NPH3,
podocina, CD2AP) (Figura 5D). El diafragma en hendidura tiene un papel muy
importante en la permeabilidad selectiva de la barrera de filtracion glomerular, ya que
al formar contactos intercelulares mediante proteinas de union también generan poros
0 aberturas de determinado tamafio que evita el paso de macromoléculas (p. €j.
proteinas mayores a 10,000 daltons como la albimina) al espacio de Bowman para ser
eliminados por la orina. El diafragma en hendidura también tiene otras funciones
importantes como la regulacion de la plasticidad celular, polaridad celular,

supervivencia y endocitosis (12-15).
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Figura 5. Podocitos glomerulares. (A) Los podocitos estan formados por un cuerpo principal (CP) del
cual emergen prolongaciones primarias y secundarias denominadas pedicelos (P). (B) Imagen
tridimensional de los podocitos donde se muestra el CP y los P. (C) Los procesos podalicos o pedicelos
se interdigitan o unen con los pedicelos vecinos de otros podocitos y forman el diafragma en hendidura.
(D) El diafragma en hendidura es un punto de contacto intercelular Gnico integrado por proteinas de la
unién estrecha (ZO-1, MAGI-1, MAGI-2, JAM-A y CASK), y uniones adherentes (P-caderina, FAT, -
catenina), asi como por un complejo de proteinas transmembranales (nefrina, NEPH1-NPH3, podocina,
CD2AP). La nefrina forma poros por los cuales atraviesan moléculas pequefias, favoreciendo el filtrado
glomerular (flechas amarillas). Modificado de Ichimura et al. (2015) (16)
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2.5 Células parietales de la capsula de Bowman

El glomérulo se encuentra rodeado por la capsula de Bowman (CB) o membrana
basal de Bowman (MBB) compuesta por laminina, colageno IV, niddgeno, y
proteoglicanos de heparan sulfato; adherida a la capsula de Bowman se localiza una
capa fina de células parietales (Figura 6A). Las células epiteliales parietales de la
capsula de Bowman son células epiteliales escamosas, poligonales vy
monoestratificadas; son células pequefias con un grosor no mayor a 0.3 um (Figura
6B). En la superficie celular presentan cilios (1-2 cilios por célula) y microvellosidades
de manera heterogénea entre las células (17,18). También se ha descrito la expresion
de proteinas de la union estrecha en las CEP como claudina-1,-2, ocludinay ZO-1 (19—
21). Proteinas de adhesion celular como la cadherina-K (Cdh6) y la cadherina
especifica de rifion (Cdh16) (22,23). Las células parietales en el glomérulo representan

el 14.8% de todas las células glomerulares (24).

Funciones de las células parietales de la capsula de Bowman:

1. Barrera de permeabilidad selectiva. Las CP expresan proteinas de la unién
estrecha (claudina-1, -2, ocludina y ZO-1), encargadas del transporte
paracelular. Se ha descrito que las CEP poseen una membrana semi-permeable
a la peroxidasa de rabano picante de 40 kDa, ya que se han encontrado vesiculas
pinociticas con la proteina en el citoplasma. También hay estudios que muestran
la permeabilidad de las CEP a dextrano (3 kDa) y a ovoalbdmina (40 kDa),
sugiriendo que las CEP pueden tener una funcion de permeabilidad final al
filtrado urinario del espacio de Bowman (25,26).

2. Captacion de albumina. Las CEP capturan albimina mediante endocitosis, en
condiciones del alta concentracion (p. ej. enfermedades nefrdticas) (27).

3. Contractilidad. En la membrana basal, las CEP poseen filamentos basales
(fibrillas), de soporte estructural. Cuando se hace un tratamiento del tejido renal
con adrenalina, se observan movimientos contractiles moderados, sugiriendo
que los filamentos basales de las CEP pueden no solo tener una funcion de
soporte estructural, sino también tener un rol importante en el mecanismo de

adhesion y migracion en la MBB (28).
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4. Mecanosensibilidad. Las CEP poseen un cilio primario que sirve como un

sensor quimico y mecanico. Los cilios de las CEP estan expuestos al flujo del

filtrado glomerular. Estudios en células tubulares muestran que los cilios de las

CEP son responsables de inducir un incremento del calcio intracelular y esto

modula la expresion de genes (29).

5. Nicho de ceélula progenitoras. Se han identificado CEP que expresan

marcadores de células progenitoras multipotenciales (CD24, CD133) en la

capsula de Bowman sugiriendo su papel como célula progenitora de podocitos

en dafio glomerular (30-32).
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Figura 6. Células parietales epiteliales del glomérulo. (A) En la zona parietal o externa del glomérulo,
se localizan las células parietales (CP) que forman una monocapa estratificada y delgada a través de
proteinas de la unidn estrecha como CLDN-1, -2 y ZO-1. La capsula de Bowman o membrana basal
parietal, formada por maltiples capas densa de matriz extracelular proveniente de las CP, compuesta
principalmente por el colageno tipo XIV y el proteoglicano, sulfato de condroitina. (B) Morfologia de
las CP. Las CP son células epiteliales escamosas, poligonales y monoestratificadas; con pocos organelos
y escasas microvellosidades y un Unico cilio. Claudina -1 (CLDN-1), Claudina-2 (CLDN-2) y Zonula

occludens-1 (ZO-1). Modificado de Ohse et al. (2009) (33).
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3. Diabetes

Existen determinadas patologias que alteran la estructura y funcién del rifidn,
una de ellas es la diabetes. La diabetes es un trastorno metabolico caracterizado por
hiperglucemia como resultado de defectos en la secrecidn y/o la accion de la insulina
(34). La insulina es una hormona peptidica secretada por las células  de los islotes
pancreaticos de Langerhans y su funcion principal es el mantenimiento normal de los
niveles de glucosa en sangre, al facilitar el transporte intracelular de glucosa en diversos
tejidos (p. ej. células musculares y en adipocitos) (35,36). La accion de la insulina se
produce mediante su interaccion directa con el receptor de insulina (RI), favoreciendo
asi la unién de sustratos del receptor de insulina (IRIS -1, -2) al dominio intracelular
del RI, promoviendo la via de sefializacion PIK3-AKT vy la translocacion de los
trasportadores de glucosa (GLUT 1-5) a la membrana celular, permitiendo la entrada
de glucosa a las células para ser utilizada como fuente de energia. Por lo tanto,
alteraciones en la sintesis, secrecion y accion de la insulina induce altas
concentraciones de glucosa en sangre y el desarrollo de la enfermedad cronica, la
diabetes (37).

La diabetes se clasifica en: diabetes tipo 1, denominada también como diabetes
insulinodependiente o diabetes juvenil, y representa del 5% al 10% de incidencia entre
los reportes de diabetes. La diabetes tipo 1 se caracteriza por la destruccion de las
células B del pancreas mediada por una respuesta autoinmune, llevando a la deficiencia
absoluta de insulina. En esta forma de diabetes, la tasa de destruccion de las células 8
del pancreas es variable, siendo rapida y mayor en infantes. Por otro lado, en adultos,
la destruccion de las células B es lenta y progresiva. Dentro de este tipo de diabetes,
también se clasifica la diabetes idiopética, que es un tipo de diabetes tipo 1 en la cual
se desconoce su etiologia. Los pacientes que desarrollan diabetes idiopatica presentan
insulinopenia permanente y no presentan evidencia de respuesta autoinmune. Aunque
solo una minoria de pacientes con diabetes tipo 1 son diagnosticados en esta categoria,

la mayor incidencia ocurre en pacientes con ascendencia africana y asiéatica.
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La diabetes tipo 2, conocida también como diabetes no insulinodependiente o
diabetes del adulto, representa del 90% al 95% de incidencia entre los reportes de
diabetes. Los pacientes con diabetes tipo 2 presentan una respuesta baja o nula a la
insulina (resistencia a la insulina) y una deficiencia de insulina relativa. La mayoria de
los pacientes con este tipo de diabetes son adultos con problemas de sobrepeso u
obesidad. Frecuentemente, la diabetes tipo 2 no es diagnosticada en sus etapas iniciales,
ya que el desarrollo de la hiperglucemia es gradual y los sintomas clésicos de la diabetes

no son percibidos por los individuos.

También dentro de la clasificacion se encuentra la diabetes gestacional, que se
define como cualquier grado de intolerancia a la glucosa que se detecta por primera vez
durante el embarazo. Esta definicidn se aplica independientemente de si se usé como
tratamiento la insulina 0 modificaciones en la dieta, incluso si la condicién persiste
después del embarazo. A nivel mundial, la diabetes gestacional afecta al 4% de mujeres
gestantes, resultando en 135,000 casos anuales y su prevalencia es del 1% al 14 % del
total de embarazos. Este deterioro de la tolerancia a la glucosa ocurre normalmente

durante el primer trimestre de la gestacion.

Existen otros tipos especificos de diabetes asociados a otras causas como:

e Defectos genéticos de las células B del pancreas.
Este tipo de diabetes se asocia con defectos monogénicos en el funcionamiento
de las células B del pancreas y se caracteriza por hiperglucemia en edades
tempranas (antes de los 25 afios), asi como alteraciones en la secrecion de la
insulina sin presentar efectos negativos sobre su accion. La forma mas comun
de este tipo de diabetes estd asociada a mutaciones en el cromosoma 12,
especificamente en la secuencia que codifica al Factor nuclear de hepatocitos
lo (HNF-10) y también con mutaciones en el cromosoma 7, especificamente

en el gen de la glucocinasa.

10
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e Defectos genéticos en la accién de la insulina.
Este tipo de diabetes se asocia principalmente con mutaciones en el receptor de
insulina, desencadenado anormalidades en la accion de la insulina sobre las
células. Los sindromes de Leprechaun y de Rabson-Mendenhall son sindromes
pediatricos que se caracterizan por mutaciones en el gen del receptor de insulina
y el cual presentan un déficit funcional del receptor y una extrema resistencia a
la insulina.

e Enfermedades exocrinas del pancreas.
Cualquier proceso que dafie el pancreas y que comprometa su funcionamiento
puede causar diabetes. Procesos como pancreatitis, traumas, infecciones,
pancreatectomia y carcinoma pancreético.

e Endocrinopatias.
Muchas hormonas antagonizan la accion de la insulina (p. ej. la hormona del
crecimiento, cortisol, glucagon). Patologias con desbalances hormonales que
favorezcan el aumento de estas hormonas pueden causar diabetes (p. ej.
sindrome de Cushing, acromegalia).

e Diabetes farmacoldgica o quimica.
Una variedad de farmacos pueden alterar la secrecion de insulina. Estos
farmacos no pueden causar diabetes pero favorecen el desarrollo de la patologia
en individuos con resistencia a la insulina. Ciertos quimicos como el pirinuron
(veneno para ratas) y farmacos como la pentamidina intravenosa
(antiprotozoario) pueden destruir las células B de pancreas. Existen algunas
hormonas y farmacos que alteran la accion de la insulina como el &cido
nicotinico y los glucocorticoides. También se ha descrito que el uso de
interferon-o induce diabetes asociada a respuesta autoinmune contra las células

pancreéticas.

La sintomatologia de la hiperglucemia persistente en pacientes diabéticos
incluye poliuria, polidipsia, pérdida de peso, polifagia, vision borrosa y susceptibilidad
a infecciones. Las consecuencias de una hiperglucemia no controlada son

potencialmente mortales como son la cetoacidosis, el sindrome de hiperglucemia

11
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hiperosmolar no cetosica y la acidosis lactica. La diabetes esta asociada a largo plazo
con dafio, disfuncién y fallo de varios 6rganos especialmente los ojos, rifiones, nervios,

corazén, y vasos sanguineos (38).

Las complicaciones cronicas de la diabetes se clasifican en: complicaciones
macrovasculares que se asocian a dafio en arterias produciendo enfermedad cardiaca
coronaria, accidente cerebrovascular e insuficiencia vascular periférica; las
complicaciones microvasculares, en contraste, son aquellas que se desarrollan por dafio
a vasos sanguineos pequefios. Las complicaciones microvasculares incluyen
enfermedad ocular o retinopatia, dafio neuronal (neuropatia) y enfermedad renal

también denominada como nefropatia, entre otras (Figura 7) (39).

Microvasculares

Macrovasculares

Retinopatia
Cataratas
Glaucoma

Nefropatia
diabética

Neuropatia

Accidente
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Figura 7. Complicaciones de la diabetes. La nefropatia diabética es una de las complicaciones con mayor
incidencia, el 40% de los pacientes diabéticos presentan esta patologia, que puede terminar en
insuficiencia renal crénica. Tomado y modificado de Vargas & Savedra (2020) (222).

3.1 Nefropatia diabética

La nefropatia diabética (ND) es una de las causas principales de la enfermedad
renal terminal (ERT). La ND se caracteriza por el desarrollo de proteinuria con el
subsecuente decline en la tasa de filtracion glomerular. Estudios epidemioldgicos
muestran que entre el 25% y el 40% de pacientes con diabetes tipo 1, y entre el 5%y

el 40% de pacientes con diabetes tipo 2 desarrollan ND y ERT (40).
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La nefropatia diabética se clasifica en 5 etapas: la etapa de hiperfiltracion o
etapa temprana se caracteriza por el aumento de la tasa de filtracion glomerular y la
presion capilar glomerular. La siguiente etapa es conocida como “etapa de silencio”,
ya que no hay evidencia clinica de disfuncion renal, la filtracion glomerular es normal,
pero existen cambios estructurales glomerulares importantes como el engrosamiento
de la membrana basal glomerular y de la expansion de células mesangiales. La tercera
etapa o etapa de microalbuminuria aparece entre los 5 y 15 afios posteriores al inicio
de la diabetes y se caracteriza por una excrecion de albimina; entre 20-200 pg/min o
30-300 mg/24 h, y la tasa de filtracién glomerular en esta etapa puede aumentar,
mantenerse normal o disminuir. Estudios previos han demostrado que la
microalbuminuria se asocia con hiperlipidemia e hipertension. La cuarta etapa aparece
entre los 10 a 20 afios posteriores al inicio de la diabetes y se caracteriza por una
excrecion urinaria de albdmina mayor a 300 mg/24H (macroalbuminuria). Esta etapa
se considera una etapa predictiva para definir la progresion del dafio renal a fallo renal
con inmediata intervencion terapéutica. La quinta etapa se caracteriza por insuficiencia
renal, uremia y se define como enfermedad renal terminal. Solo el 40% de los paciente
diabéticos con nefropatia alcanzan esta etapa que requiere de una terapia de reemplazo
renal como la dilisis peritoneal, la hemodialisis y en casos severos, el trasplante renal
(41-44).

3.2 Mecanismos moleculares de dafio en la nefropatia diabética

Multiples mecanismos moleculares han sido propuestos para explicar como la
hiperglucemia induce complicaciones renales en la diabetes. Entre estos mecanismos
destacan: la activacion de la proteina cinasa C (PKC), el aumento de la via de los
polioles, el aumento del estrés oxidativo y la sobreproduccién de productos finales de

glicosilacion avanzada y el aumento del estrés oxidativo (Figura 8) (45).

Hiperglucemia y el metabolismo celular
La diabetes se caracteriza por una hiperglucemia cronica. Ante estas
concentraciones elevadas de glucosa, las células renales presentan una actividad

metabdlica elevada. Como ejemplo, tenemos a la glucdlisis, donde la glucosa es
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fosforilada a glucosa-6-fosfato (G6-P) y por accion de la fosfoglucosa isomerasa se
produce la fructuosa-6-fofato (F6-P) que a traves de diversas reacciones forma
gliceraldehido-3-fosfato (G3-P) en grandes proporciones, ante esto, el G3-P entra a la
sintesis de lipidos para formar al diacilglicerol (DAG). EI DAG es un segundo
mensajero y activa a la proteina cinasa C (PKC). PKC es una enzima que fosforila
residuos de serina y tirosina de diversas proteinas intracelulares y tiene un papel
importante en la fisiopatologia de la nefropatia diabética, ya que la expresion elevada
de PKC en el rifidn, induce alteraciones en la barrera de filtracion glomerular,
hipertrofia renal, dafio endotelial de los capilares intraglomerulares y participa en la via

de sefializacion de factores de crecimiento (46,47).

La alta produccion de fructuosa-6-fosfato (F6-P) que se forma durante la
glucdlisis en condiciones de hiperglucemia, entra a la via de las hexosaminas, en donde
la fructuosa-6-fosfato se convierte a glucosamina-6-fosfato por accion de la enzima
glutamina-fructuosa-6-fosfato aminotransferasa (G6FAT). La enzima G6FAT modula
positivamente la expresion del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B1). El
TGF-B1 induce dano endotelial y favorece procesos profibroticos y proinflamatorios

en el glomérulo y tubulo proximal (48).

Cerca del 30% de la glucosa en condiciones de hiperglucemia es metabolizada
por la via de los polioles, donde la glucosa es reducida a sorbitol por la enzima aldosa
reductasa (AR) dependiente de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH).
Posteriormente, el sorbitol es oxidado a fructuosa por accion de la enzima sorbitol
deshidrogenasa utilizando como cofactor a la nicotinamida adenina dinucle6tido
(NAD™). La via de los polioles induce sobreproduccion de sorbitol, el cual no difunde
facilmente a través de la membrana celular manteniéndose en la célula y aumentando
la presién osmdtica intracelular. La via de los polioles también induce la deplecion
relativa del NADPH por su alto consumo por la AR, limitando asi la accion de enzimas
antioxidantes como la glutation reductasa y la 6xido nitrico sintasa (NOS), también
dependientes de NADPH; reduciendo las concentraciones de glutation (proteina

antioxidante), y favoreciendo bajos niveles de 6xido nitrico (NO). La via de los polioles

14



Cinvestav Departamento de Farmacologia

de manera general altera el sistema redox en las células renales y como consecuencia

induce estrés oxidante y osmotico, desencadenando la muerte celular (49,50).

Hiperglucemiay los productos finales de glicosilacién avanzada

En condiciones de hiperglucemia, hay una alta concentracion de glucosa
intracelular que se condensa mediante una reaccién no enzimatica con los grupos
aminos de proteinas, lipoproteinas y acidos nucleicos, formando asi los productos
finales de glicosilacion avanzada (AGEs) (51). En condiciones fisiol6gicas normales y
en senescencia, hay una limitada produccion de AGEs; pero sus niveles aumentan
notablemente en un medio hiperglucémico crénico (52). Existen también la formacién
de AGES extracelulares, la glucosa se condensa con proteinas de la matriz extracelular
(MEC) como el colageno tipo IV, laminina, fibronectina y proteoglucanos (53). Estas
proteinas modificadas tienen una baja susceptibilidad a la hidrélisis enzimatica por
metaloproteinasas (MMP), acumulandose en el espacio extracelular (54). Ademas, la
glicacion de proteoglicanos de la membrana celular reduce su electronegatividad y
modifica las propiedades de filtracion selectivas de carga de la membrana basal
glomerular, filtrando proteinas (45,55).

Los AGEs interactuan con sus receptores afines RAGE o con proteinas de union
como OST-48, 80K-H, galectina-3 y el receptor especifico de macréfagos tipo Il e
inducen varios eventos intracelulares. En el podocito y en las células mesangiales del
glomérulo se ha descrito la expresion de los receptores afines a AGEs. Una vez que los
AGEs se unen a su receptor RAGE, se activan la NAPDH oxidasa, la 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 expresién de la matriz
extracelular, principalmente de colageno-I, -1V y la expresion de proteinas apoptéticas
como FOXO04 y BIM. Todo esto induce un aumento en el estrés oxidativo y la
expansion de la matriz extracelular de los podocitos generando el engrosamiento de
MBG vy el despegamiento y apoptosis del podocito teniendo como consecuencia la
reduccion en el nimero de podocitos en el glomérulo, células mesangiales y el

desarrollo de glomeruloesclerosis (39,56,57).
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Activacion de la proteina cinasa C en condiciones de hiperglucemia

En condiciones de hiperglucemia cronica hay un aumento de la activacion de la
proteina cinasa C (PKC) asociado fuertemente al incremento en la sintesis de novo del
DAG en células glomerulares y endoteliales renales; asi como también, a la activacién

de los receptores de AGEs y al aumento de la via de los polioles (45,58,59).

La nefropatia diabética se caracteriza por una hiperfiltracion glomerular inicial.
Multiples mecanismos han sido propuestos para explicar el aumento de la filtracion
glomerular, uno de ellos se relaciona con las alteraciones del flujo sanguineo causada
por la elevada actividad de PKC que induce la disminucién de oxido nitrico (por
reduccion de la eNOS) y el aumento de la endothelina-1 que favorece la
vasoconstriccién (60-62). Otro mecanismo propuesto es el aumento del sistema renina-
angiotensina y la elevada produccion de prostagladinas en la diabetes, ambas
moduladas también por la activacion de PKC (63,64). Asimismo, en el endotelio renal
la activacion de PKC favorece la expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) aumentando asi la permeabilidad capilar y favoreciendo la

hiperfiltracion renal (65,66).

El aumento de la activacion de la PKC inducido por la hiperglucemia favorece
el aumento de la endotelina-1 y la activacion de la via de sefializacion de las proteinas
cinasas activadas por mitdégenos (MAPK) que tienen como blanco genético la
sobreexpresion de factores de crecimiento fibrético como TGF-B1 en las células
mesangiales y glomerulares, resultando en un aumento de proteinas de la matriz
extracelular (fibronectina y colageno tipo 1V) y de proteinas pro inflamatorias (NF-kB)
relacionadas con los procesos inflamatorios en las etapas iniciales de la nefropatia
diabética (63, 67-72).
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Figura 8. Mecanismos moleculares de dafio en la nefropatia diabética. En condiciones de hiperglucemia
aumenta el metabolismo celular y la produccion de F6-P y DAG, a través de la glucolisis y la sintesis de
lipidos. Ante la alta concentracion de F6-P se activan otras vias como: la via de los polioles y la via de
las hexosaminas. La via de los polioles convierte a la F6-P en sorbitol. Altas cantidades de sorbitol y
DAG, aumentan la actividad de la PKC. La PKC induce procesos pro-inflamatorios via NF-KB y TGF-
B; y la activacion del SRA, aumentando asi los depdsitos de matriz extracelular y favoreciendo la fibrosis
en las células renales. También, la PKC aumenta la sintesis y actividad del VGEF, que a su vez induce
el aumento de fibronectina e inflamacion. La via de las hexosaminas convierte la F6-P en G6-P por la
enzima G6FAT. La G6FAT modula positivamente a TGF-B. Los AGES al interaccionar con sus
receptores RAGES inducen el aumento del estrés oxidante, procesos inflamatorios y apoptosis celular.
Todos estos eventos celulares inducen dafio glomerular, disfuncion endotelial y dafio tubular.
Abreviaturas: Fructuosa 6-Fosfato (F6-P). Diacilglicerol (DAG), Proteina cinasa C (PKC), Factor de
transcripcién nuclear kappa B (NF-kB), Factor de crecimiento transformante  (TGF-p), Sistema renina-
angiotensina (SRA), Factor de crecimiento vascular endotelial (VGEF), Glucosamina 6- fosfato (G6-P),
enzima glutamina:fructuosa-6-fosfato aminotransferasa (G6FAT), productos finales de glicosilacion
avanzada (AGE) y Receptores de los productos finales de glicosilacion avanzada (RAGE).
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Especies reactivas de oxigeno

En condiciones normales, las especies reactivas de oxigeno (EROs) son
producidas en cantidades minimas para el mantenimiento de la homeostasis celular
pero en condiciones de hiperglucemia la cantidad aumenta drasticamente (73). Se ha
descrito que las especie reactivas de oxigeno que inducen dafio renal incluyen al anion
superoxido (O2), el peroxido de hidrogeno (H202), el radical hidroxilo (-OH) vy el
peroxinitrito (ONOQ") (74). Las EROs son generadas por dos vias: por la fosforilacion

oxidativa mitocondrial y por el sistema de NADPH-oxidasa.

El dafio renal inducido por especies reactivas de oxigeno en diabetes se produce
por la oxidacion de proteinas, lipidos y ADN, afectando la estructura y la funcion
celular. La peroxidacion lipidica por EROs afecta a los lipidos de la membrana celular
y a las lipoproteinas plasmaticas, principalmente a las lipoproteinas de baja densidad
(LPL). En el glomérulo, la oxidacion de lipoproteinas por EROs induce una
glomerulopatia  lipoproteica  desarrollando  una  glomeruloesclerosis  por
hiperlipoproteinemia glomerular. La acumulacion de LPL en el glomérulo favorece la
proliferacion de células mesangiales via c-jun y c-fos; asi como la apoptosis de células
endoteliales. En las células glomerulares, las EROs también estimulan la actividad de
citocinas y quemocinas implicadas en lesiones inflamatorias renales a través de la
expresion de TGF-B y el factor nuclear kappa B (NF-kB). También, se ha descrito el
papel del radical superdxido en la apoptosis de las células glomerulares inducida por el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (46,75).

3.3 Alteraciones glomerulares en la nefropatia diabética

Una vez que se han descrito los mecanismos moleculares del dafio renal
inducido por la diabetes, es importante identificar las anormalidades histolédgicas de la
nefropatia diabética (Figura 9). Inicialmente, en la nefropatia diabética, los rifiones
presentan un aumento de tamafio tipico como resultado de la hipertrofia de células

tubulares y de todas las células glomerulares (glomerulomegalia).
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El primer evento de dafio glomerular que ocurre en la diabetes es el
engrosamiento de la membrana basal glomerular. La MBG contiene colageno tipo IV,
laminina 521 (a5P21) y proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs), sintetizados
principalmente por los podocitos. ElI engrosamiento de la MBG es inducido
principalmente por la disminucion en la produccion de enzimas que degradan la matriz
extracelular (metaloproteinasas de matriz extracelular) y un aumento de sus
inhibidores. El engrosamiento de la MBG reduce el transito de proteinas a través de la
membrana de ultrafiltracion. Sin embargo, el cambio estructural en la MBG afecta a
los componentes celulares cercanos, reduciendo la union de células a la MBG y

favoreciendo su despegamiento.

Secundario al engrosamiento de la MBG, ocurre la expansion mesangial, que
es el incremento de las proteinas de la matriz extracelular de las células mesangiales
(colageno tipo IV, V y VI, lamininas y fibronectina), seguido de la hipertrofia celular.
Por dltimo, hay una disminucion en el nimero de podocitos, que representan un paso

determinante en la evolucion de la enfermedad renal en la nefropatia diabética (10,9).

Glomérulo normal Glomérulo en diabetes

Podocitos Pérdida
Podocitos

Hipertrofia
células mesangiales

Células Aplanamiento
mesangiales pedicelos,

Matriz
mesangial

Aumento
matriz
mesangial

Células
endoteliales

MBG

Engrosamiento
MBG

endoteliales

Figura 9. Alteraciones glomerulares inducidas por la diabetes. Modificado de Alicic et al. (2017) (76).
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3.4 Pérdida de podocitos en la nefropatia diabética

Se ha demostrado que en las primeras etapas de la nefropatia diabética existe
una pérdida importante de podocitos (podocitopenia) en humanos y se correlaciona
fuertemente con la proteinuria y con la disminucién de la filtracién glomerular, asi
también con glomeruloesclerosis (77-79). Por lo que, la podocitopenia es un factor

determinante en la progresion del dafio renal en la diabetes (80,81).

Las causas de la pérdida de podocitos en la nefropatia diabética son multifactoriales
y es un area de estudio ampliamente conocida. Entre las causas se encuentran (Figura
10):

1. El desprendimiento de los podocitos de la membrana basal glomerular. Los
podocitos normalmente se encuentran adheridos a la membrana basal
glomerular por la integrina a3p1 y distroglicanos. Los defectos en la expresion
de la integrina a3pB1 y los distroglicanos favorece el desprendimiento de los
podocitos de la MBG. Estudios previos han demostrado una diminucién en la
expresion de la integrina a3f1 en pacientes con nefropatia diabética (82,83).
También, se ha observado que altas concentraciones de glucosa modulan
negativamente la expresion de la integrina a3f1 y los distroglicanos en cultivos
celulares de podocitos (84,85). Existe evidencia documentada del
desprendimiento de podocitos de la MBG y su subsecuente aparicion en la orina
(podocituria) (86—-89).

2. La apoptosis de podocitos. La muerte celular programada de los podocitos es
otra causa importante de podocitopenia (90). Estudios previos han demostrado
que el aumento exdgeno de TGF-B1 induce apoptosis en cultivos celulares de
podocitos via p38 MAPK y la via clasica de caspasas (91). También altas
concentraciones de angiotensina Il inducen la apoptosis de podocitos mediante
la activacion de los receptores para angiotensina tipos | y Il (92,93). Es
importante recordar que en condiciones cronicas de alta glucosa existe una

sobre expresion de TGF-1 y Angiotensina I1.
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3. Laincapacidad de proliferar de los podocitos. La capacidad de replicacion para
restablecer el nUmero de podocitos resulta nula ante la pérdida de podocitos por
el desprendimiento de la MBG o por apoptosis celular, ya que los podocitos son
incapaces de proliferar (86). Algunos estudios han demostrado que la baja
capacidad de proliferacion se debe al desequilibrio en la expresién las de
proteinas especificas que regulan el ciclo celular (94). Se ha descrito in vivo e
in vitro una expresion baja (casi nula) de la ciclina Ay de la cinasa dependiente
de ciclina 2 (CDK2) en podocitos (95,96). También, se ha observado una alta
expresion de los inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas como p21

y p27 evitando la progresion del ciclo celular (97-100).

La pérdida de podocitos en la nefropatia diabética representa un factor determinante
para la evolucién del dafio renal, desarrollando en casos severos insuficiencia renal
crénica. Los podocitos por ser células altamente diferenciadas y con una tasa de
proliferacion nula presentan mecanismos de regeneracion deficientes frente a

patologias como la diabetes, limitando asi la funcion glomerular (9).

3.5 Regeneracién de podocitos

Los podocitos forman parte de la barrera de filtracion glomerular, la disfuncion
0 pérdida de los mismos representa un punto crucial en el desarrollo inicial de
enfermedades glomerulares con la consecuente progresion a glomeruloesclerosis para
finalizar con la enfermedad renal cronica (101-103). La disminucién del nimero de
podocitos en el glomérulo es un estado patoldgico alarmante, ya que los podocitos no
poseen la capacidad para replicarse, por lo cual, carecen de mecanismos para
compensar las células que se han perdido, este declive en el nimero de podocitos

fatalmente induce una disfuncién glomerular progresiva e irreversible.
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Figura 10. Alteraciones de los podocitos en la nefropatia diabética. (A) Estructura normal de los
podocitos y del glomérulo. En la nefropatia diabética: (B) algunos podocitos entran en apoptosis celular
dando como resultado una notable reduccion en el nimero total de podocitos. (C) La arquitectura normal
del diafragma en hendidura se pierde, principalmente por los cambios estructurales que sufren los
pedicelos (hipertrofia o aplanamiento). (D) Los podocitos sufren cambios morfolégicos como el
incremento del tamafio celular (hipertrofia), induciendo el desprendimiento de los podocitos de la
membrana basal glomerular, en la zona visceral glomerular. Tomado de Jefferson et al. (2008) (9).

Se han realizado diversos estudios en modelos experimentales de dafio
glomerular agudo con podocitopenia abrupta en donde existe una restauracion del
nimero de podocitos. Los podocitos remanentes al dafio, no muestran actividad
proliferativa, ya que expresan al inhibidor de la cinasa dependiente de ciclinas p57,
sugiriendo asi que existe un mecanismo de regeneracién de podocitos, en el cual
intervienen otro tipo de células renales. El origen de las células que participan en este

proceso se desconoce (104-106).

Estudios previos han descrito 3 subpoblaciones de células parietales epiteliales
(Figura 11) en la capsula de Bowman: células progenitoras parietales (CPP)
(31,32,107) que expresan marcadores de células progenitoras como NCAM*, CD24* y

CD133"; células intermedias (Cl) que expresan marcadores de células progenitoras y
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marcadores especificos de podocitos (NCAM*/WT1*) y células que expresan
Unicamente marcadores de podocitos como WT1* y podocalixina®, identificandolos
como podocitos parietales (PP). Estos resultados demostraron que existen células
progenitoras parietales con un fenotipo inmaduro y con un alto potencial de

diferenciacion a podocitos (108-110).
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Figura 11. Células progenitoras parietales de la capsula de Bowman en un rifion normal de rata. (A)
Imagen representativa de la inmunofluorescencia de la proteina especifica de células parietales de la
capsula de Bowman, claudina-1 (rojo) y el marcador de células progenitoras NCAM (verde). Existe co-
localizacion de ambas proteinas (zonas amarillas). (B) Imagen representativa de la inmunofluorescencia
de los marcadores de células progenitoras renales NCAM (rojo) y CD24 (verde). Se observa la co-
localizacion de ambas proteinas en las células de la capsula de Bowman (zonas amarillas). (C) Imagen
representativa de la inmunofluorescencia, donde se observan tres diferentes subpoblaciones celulares en
la capsula de Bowman: células parietales progenitoras (NCAM*/WT1Y); células intermedias
(NCAM*/WT1") y podocitos parietales (NCAM/ WT1*). (D) Identificacion de células parietales
(claudina-1*) que expresan marcadores especificos de podocito (WT1") en la capsula de Bowman. (E)
Representacion esquematica de las subpoblaciones celulares identificadas en la capsula de Bowman en
ratas Wistar. Todas las células fueron positivas para el marcador de células parietales claudina 1. Se
describid por primera vez una subpoblacion de células en la capsula de Bowman con diferentes grados
de diferenciacién: 76% de las células muestran un fenotipo de célula progenitoras, 12% son células con
fenotipo de célula intermedia y 12% son podocitos parietales. Tomado de Benigni et al. (2011) (108).

Con estos hallazgos se propone por primera vez un mecanismo de regeneracion

de podocitos, sugiriendo que la capsula de Bowman es un nicho de células progenitoras
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parietales. Es posible que frente a la pérdida de podocitos inducida por el dafio
glomerular, las células parietales progenitoras se activen, iniciando asi su proceso de
diferenciacién a podocitos en la cdpsula de Bowman, para después migrar de la zona
parietal a la zona visceral y poder compensar el nimero de podocitos que se han perdido
inicialmente. Hasta el momento, no se han estudiado ampliamente los mecanismos
moleculares involucrados en la activacion y en la diferenciacion de las celulas

progenitoras parietales a podocitos (109).

Recientemente, se describid que el acido retinoico juega un papel importante en
el proceso de diferenciacion de las células progenitoras parietales a podocitos, en
modelos experimentales murinos de nefropatia membranosa y glomeruloesclerosis.
Los resultados demuestran que el acido retinoico aumenta el numero de células que
expresan marcadores de células progenitoras y de podocitos (células intermedias), asi
como el aumento del nimero total de podocitos (111,112). También, se ha demostrado
que el tratamiento con el inhibidor BIO de la glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK3),
aumenta la diferenciacion de las células progenitoras parietales a podocitos en un
modelo experimental de nefropatia inducida por doxorrubicina, sugiriendo que la
induccién de la diferenciacién de las CPP a podocitos, podria ser una estrategia
farmacologica para el tratamiento de la enfermedad glomerular (113). Por lo que el
estudio de nuevas proteinas en el rifidn podria ser la clave para describir los

mecanismos de regeneracion de podocitos.

4. La proteina especifica de arresto del crecimiento 1

La proteina especifica de arresto de crecimiento 1 (Gasl, por sus siglas en
inglés) es una proteina integral de membrana con un anclaje glucosil-fosfatidil-inositol
(GPI), compuesta por 345 aminoacidos y con un peso molecular de 37 kDa (114-116).
Gasl es una proteina pleiotropica implicada en diversos procesos celulares incluyendo
funciones pro-apoptoticas y de arresto celular. En muestras humanas de gliomas y
adenocarcinoma de pulmon, la sobreexpresion de Gasl inhibe la proliferacion celular
e induce un estado quiescente en las células tumorales, sugiriendo un papel importante

de Gasl como supresor de tumores al bloquear la transicion de la fase GO/S en el ciclo

24



Cinvestav Departamento de Farmacologia

celular. También, la sobreexpresion de Gasl induce la apoptosis de neuronas del
hipocampo y astrocitos, asi como en condiciones patologicas de neuroblastomas y
gliomas (117,118). Gas1 participa en las vias de sefializacion de Sonic Hedgehog y del
factor neurotréfico derivado de la Glia/ret, mecanismos moleculares bajo los cuales

induce sus funciones anti-proliferativas y pro apoptéticas (Figura 12) (119-121).
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Figura 12. Mecanismos moleculares de interaccién de Gasl. (A) Via del GDNF-RET. En condiciones
normales, el ligando GDNF se une a su co-receptor GFRa para formar un complejo con los receptores
RET permitiendo la autofosforilacion de los receptores. La fosforilacion del complejo Ret, favorece la
interaccién con PI3K. PI3K activa la via de sefializacion de AKT favoreciendo el secuestro de la proteina
pro-apoptotica BAD en el citoplasma por la proteina 14-3-3 inhibiendo asi la apoptosis celular. Se ha
descrito que Gasl interacciona directamente con el co-receptor GFRo evitando asi la formacion del
complejo Ret y la activacion de la via PI3K-AKT, favoreciendo la translocacion de la proteina BAD a
la mitocondria y como resultado la liberacion del citocromo C al citoplasmas, activando a la caspasa-3
y -9, induciendo la muerte celular. La via del GDNF-RET tiene un papel importante en los procesos de
diferenciacion celular durante el desarrollo de diferentes 6rganos. (B) Via de Sonic Hedgehog (Shh). El
receptor para el ligando Shh es Patched (Ptch). Patched esté4 constitutivamente inhibido por la proteina
Smoothened (Smo). La interaccion ligando-receptor (Shh-Ptch), desinhibe a Ptch por Smo y se lleva a
cabo la via de sefializacién intracelular en la que se activan proteinas como Glil,-2, y -3, que se traslocan
al ndcleo y activan la transcripcion de genes como N-myc, ciclina-D y Bcl-2 que promueven la
proliferacién. Gasl interacciona directamente con el ligando Shh, inhibiendo la via de sefializacién e
induciendo el arresto celular. Tomado de Dominguez-Monzon et al. (2011) (122).

Estudios recientes han demostrado que Gasl presenta propiedades especificas
como supresion de metastasis y promocion de la apoptosis en los tumores de pulmén,

la vejiga, la tiroides, el estbmago y en las células de melanoma, sugiriendo un papel

potencial como proteina supresora de tumores. Otros estudios han propuesto a Gasl
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como marcador de metastasis en el cancer de vejiga y colorrectal (123-126).
Previamente, se reporto la regulacion positiva de Gasl por VE-caderina y por el factor
de crecimiento vascular endotelial (VGEF) en células endoteliales (127). También, se
ha descrito la expresion de Gasl durante el desarrollo folicular y su modulacion por el
factor de transcripcion C/EBP, sugiriendo un rol importante en los procesos de

ovulacion y luteinizacion (128).

4.1 Expresion de Gasl en el rifion

La expresion y funcion de Gasl no ha sido estudiada extensamente en el rifidn.
Un estudio previo describid la expresion de Gasl en las celulas progenitoras de
nefronas Six2* en las etapas tempranas de la embriogénesis renal y demostré que la
expresion de Gasl es modulada por el factor de transcripcion WT1. Se ha propuesto
que la expresion de Gasl durante la nefrogénesis se asocia al mantenimiento de las

células progenitoras en la mesénquima metanéfrica (Figura 13 A-B) (129).

En el riidn maduro, se ha descrito la expresion de Gasl en el glomérulo,
principalmente en las células mesangiales. En un modelo de glomerulonefritis
mesangioproliferativa se observd que la expresibn de Gasl disminuyo
significativamente durante la fase de proliferacion de las células mesangiales,
sugiriendo la funcién de Gasl como inhibidor enddgeno de la proliferacion de células
glomerulares (Figura 13 C-D) (130). Otro estudio, ha mostrado que la expresion de
Gasl es modulada negativamente por el miR-34a en condiciones de alta glucosa in

vitro. También se ha descrito la expresion de Gasl en carcinoma renal (131,132).
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Figura 13. Expresion de Gasl en el rifién. (A) Expresion de Gasl en la mesénquima metanéfrica durante
las primeras etapas de la embriogénesis renal. Gasl es modulada positivamente por el factor de
transcripcion WT1. (B) Hibridacion in situ del ARNm de Gasl y SIX2. Gasl tiene un patrén de
expresion similar al de las células progenitoras de nefronas (CPN) SIX2*. Estos resultados sugieren que
Gasl se expresa en las CPN durante la nefrogénesis. Expresién de Gasl en rifidn maduro. (C) Imagen
representativa de inmunofluorescencia del marcador especifico de células mesangiales, a-SMA (rojo) y
Gasl (verde). Existe co-localizacion de Gasl y a-SMA. Estos resultados sugieren que las células
mesangiales expresan Gasl. (D) En un modelo experimental de nefritis mensagioproliferativa, se
observa que en los primeros dias del modelo experimental, caracterizado por el aumento de la
proliferacién de células mesangiales, la expresion del ARNm de Gasl disminuye significativamente en
comparacion con el control. A partir del dia 7 y hasta el dia 28, en donde la proliferacion de células
mesangiales disminuye drésticamente en el modelo experimental de nefritis, la expresion del ARNm de
Gasl aumenta de forma gradual. Estos resultados sugieren que Gasl podria tener un papel importante
como inhibidor enddgeno de la proliferacion de células glomerulares en el rifion. Tomado de van Roeyen
et al. (2012) y Kann et al. (2015) (129,130)
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I1. Justificacion

La incidencia mundial de la diabetes ha aumentado abruptamente en los Gltimos
afios. Un 8.4% de la poblacion global padece esta enfermedad crénico-degenerativa.
Cerca de 1.2 millones de defunciones anuales son asociadas directamente a la diabetes
y a sus complicaciones. Estos datos resultan alarmantes, por lo que se han desarrollado
diversas estrategias terapéuticas y farmacoldgicas basadas en el estudio de la
fisiopatologia de la diabetes. Una caracteristica importante de esta patologia es la
hiperglucemia crénica, que compromete severamente la funcion de diversos 6rganos
entre ellos los rifiones. La nefropatia diabética es una de las complicaciones de la
diabetes y la principal causa de la enfermedad renal terminal, que se caracteriza por el
dafo glomerular, tubular y la disfuncién de la unidad de ultrafiltracion conduciendo al
desarrollo de proteinuria e insuficiencia renal crdnica. La patogénesis renal de la
diabetes es compleja. Sin embargo, se ha descrito que el dafio glomerular en las
primeras etapas de la nefropatia diabética se caracteriza por una notable disminucién
de podocitos. Los podocitos son células epiteliales altamente diferenciadas con una
nula capacidad de proliferacion, por lo que su pérdida representa un factor clave para
la evolucion del dafio renal. Se tiene evidencia que en la capsula de Bowman existe una
sub-poblacion de células progenitoras renales con un alto potencial de diferenciacién a
podocitos. Hasta ahora no se han realizado estudios que describan la regeneracion de
podocitos en las primeras etapas de la nefropatia diabética. Recientemente, se describid
la expresion de la proteina Gasl en células progenitoras renales durante la nefrogénesis,
pero la expresion y funcion de Gasl en el rifion maduro se desconocen. Por esta razon,
en este estudio se explora la expresion de Gasl en las células parietales progenitoras
de la capsula de Bowman y su papel en la proliferacion y diferenciacion a podocitos en
las primeras etapas de diabetes como un posible mecanismo de regeneracion. También
se analiza la expresion de Gasl en otros segmentos de la nefrona como los podocitos,
el tubulo proximal y la nefrona distal, para conocer la expresion de Gasl en el rifion

maduro y su relacién con el dafio renal inducido por la diabetes.
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I11. Hipdtesis

La proteina Gasl se expresa en diferentes segmentos de la nefrona como en las
celulas de la capsula de Bowman y la nefrona distal. Se espera que Gasl inhiba la
proliferacion y la diferenciacion de las células parietales progenitoras de la capsula de
Bowman. Por lo tanto, en etapas tempranas de la nefropatia diabética, la disminucién
de Gasl en la capsula de Bowman favorece la activacion de las células progenitoras
parietales y su diferenciacion a podocitos en el glomérulo. En la nefrona distal Gasl

participa en la diferenciacion de células principales a células intercaladas.

IV. Obijetivo general
Analizar la expresion y funcion de Gasl en diferentes segmentos de la nefrona,
especialmente en las células parietales y en las células progenitoras de la capsula de

Bowman en un modelo de diabetes experimental murina.

V. Objetivos particulares

1. Evaluar la expresion de Gasl en células parietales de la capsula de Bowman en
condiciones normales y en el dafio renal inducido por la diabetes.

2. Evaluar la expresién de marcadores de células progenitoras renales (CD24, NCAM,
SIX1/2) y de Gasl en la capsula de Bowman en condiciones normales y en el dafio
renal inducido por la diabetes.

3. Analizar la expresion de marcadores mesenquimales (PAX2) y de Gasl en la capsula
de Bowman en condiciones normales y en el dafio renal inducido por la diabetes.

4. Evaluar la expresion de marcadores especificos del podocito (WT1) en las células de
la capsula de Bowman en condiciones normales y en el dafio renal inducido por la
diabetes.

5. Evaluar la expresion de marcadores de proliferacion celular (Ki67, PCNA) y de Gasl
en las células parietales de la capsula de Bowman en condiciones normales y en el
dafo renal inducido por la diabetes.

6. Analizar la expresion de Gasl en los podocitos, el tubulo proximal y la nefrona distal
(tabulo distal y tabulo colector) y su relacion con la diabetes.

7. Estudiar la expresion de Gasl en las células principales del tabulo colector y su posible

relacién con la diferenciacién celular.
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V1. Materiales y métodos

1. Disefio Experimental y reactivos

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
Experimentacion con Animales de Laboratorio (UPEAL) con el protocolo No. 491. Se
emplearon ratas hembras 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+ °C de temperatura
ambiente y 50+5% de humedad ambiental. Los animales se mantuvieron con acceso
libre a agua y alimento. La diabetes tipo | se indujo mediante la administracion
intraperitoneal de una dosis Unica de estreptozotocina (STZ) (60 mg/kg de peso
corporal) diluida en amortiguador de citratos, pH 6.0. A las ratas controles (no
diabéticas) se les administré unicamente amortiguador de citratos, pH 6.0, por via
intraperitoneal. Tres dias después de la administracion de STZ, se midid la
concentracion de glucosa en sangre con el glucémetro OneTouch Ultra® (Milpitas,
California, EUA), para confirmar la induccion de diabetes. Las ratas se consideraron
diabéticas cuando la concentracion de glucosa en sangre fue igual o superior a 200
mg/dL. Las ratas se sacrificaron a la primera, segunda y tercera semana después de la
administracion de STZ (Figura 14). Los reactivos empleados se adquirieron en su
mayoria de Sigma-Aldirch Co., 0 en otras empresas mencionadas. Se muestra la lista
de anticuerpos utilizados en los ensayos de western blot e inmunofluorescencia (Tabla
1).

2. Analisis de los parametros fisioldgicos y bioquimicos

Se monitored la concentracion de glucosa en sangre y el peso corporal de las
ratas en condiciones previas a la administracion de la STZ y cada 7 dias por tres
semanas después de la induccién de la diabetes. Para la recoleccion de muestras
urinarias, las ratas se colocaron 24 h previas al sacrificio en jaulas metabdlicas y se
midié el volumen urinario (Figura 14). Para la obtencion de suero, las ratas se
anestesiaron con pentobarbital sédico (30 mg/kg de peso corporal). Previo al sacrificio
se recolecto la sangre por puncion cardiaca. La sangre se centrifugd (800 x g durante

10 minutos). Para evaluar la funcion renal, se midio la proteinuria y la depuracién de
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creatinina. La proteinuria se midié6 mediante el método de Lowry (Bio-Rad Protein
Assay Kit; Bio-Rad Laboratories, California, EUA) (133). La creatinina sérica y
urinaria se midié mediante el método de Jaffé, previamente descrito (134). Las ratas
diabéticas presentan poliuria persistente que podria generar valores elevados de la
excrecion urinaria de proteinas de los grupos diabéticos. La proteinuria se corrigio por
la cantidad de creatinina urinaria, calculando el cociente proteinuria/creatinina (ambos

se expresaron en unidades de mg/dL).

/ Y

I

(0

\
ADMINISTRACION MONITOREO DE PESO COORPORAL Y GLUCOSA SERICA
ESTREPTOZOTOCINA (> 200 mg/dL)

IP (STZ,60 mg/Kg)

SACRIFICIO

% TEJIDO RENAL

OBTENCION
l SANGRE - ORINA

Figura 14. Disefio experimental. En el dia 0, se indujo la diabetes en ratas. Se administrd por via
intraperitoneal (IP) la estreptozotocina (STZ) (60 mg/kg) en una sola dosis. Al dia 3, se confirmé la
induccion de la diabetes experimental midiendo los indices glucémicos de las ratas. Se consideraron
como ratas diabéticas, aquellas que presentaron valores iguales o superiores a 200 mg/dL. Se monitored
el peso y glucosa sérica en las ratas diabéticas desde el dia 3 hasta el dia 21. 24 h antes de cada sacrificio,
las ratas fueron colocadas en jaulas metabdlicas para obtener muestras de orina y sangre por puncion
cardiaca para las pruebas de la funcidn renal. El sacrificio de las ratas se realizé el dia 7, 14 y 21 para
obtener el tejido renal.
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados en western blot (Wb) e inmunofluorescencia (IMF).

Anticuerpo (especie) Dilucién Casa comercial No. Catalogo
Alexa-flior 488 (conejo) | 1:200 (IF) Invitrogen A21206 |
Alexa-flior 488 (cabra) 1:200 (IF) Invitrogen A11055
Alexa-fluor 488 (raton) 1:200 (IF) Life Technologies A21202
Alexa-fluor 594 (raton) 1:200 (IF) Invitrogen A21203
Alexa-flior 594 (conejo) 1:200 (IF) Invitrogen A21442
AQP2 (cabra) 1:200 (IF) Santa Cruz Biotech.  SC-9882
V-ATPasaB1/B2 (ratén) 1:500 (WB);1:50 (IF) Santa Cruz Biotech.  SC-271832
Calbindina (raton) 1:100 (IF) Santa Cruz Biotech. = SC-365360
Claudina-2 (raton) 1:500 (WB);1:100 (IF) Invitrogen 32-5600
Claudina-8 (cabra) 1:200 (IF) Santa Cruz Biotech.  Sc-33065
Claudina-4 (ratén) 1:200 (WB) Invitrogen 32-9400
CD24 (cabra) 1:100 (IF) Santa Cruz Biotech.  Sc-7034
CD24 (ratdn) 1:400 (WB) BD Biosciences 551133
CD133 ( 1:100 (IF)
DPP4 (ratén) 1:200 (IF) AbD Serotec MCA924
Dendrina (cabra) 1:250 (WB) Santa Cruz Biotech.  Sc-167616
GAPDH (ratén) 1:500 (WB) Millipore 32233
GAPDH (ratén) 1:500 (WB) Santa Cruz Biotech.  Sc-47724
Gas1 (conejo) 1:100 (IF); 1:500 (WB)  ProSci Inc.
Histona H4 (conejo) 1:1000 (WB) Santa Cruz Biotech Sc-34263
Ki67 (conejo) 1:50 (IF) Abcam AB16667
NCAM (cabra) 1:100 (IF);1:250 (WB)  Santa Cruz Biotech.  Sc-1507
Nefrina (cabra) 1:500 (WB);1:300 Santa Cruz Biotech.  Sc-19000
(WB)
PAX2 (conejo) 1:300 (WB); 1:50 (IF) Invitrogen 71-6000
PCNA (rata) 1:500 (WB) ICN/CAPPEL PC10MAB
Peroxidasa-conjugado 1:20000 (WB) Invitrogen 65-6120
(conejo)
Santa Cruz Biotechnology 1:20000 (WB) Invitrogen 62-6520
Peroxidasa-conjugado 1:20000 (WB) Santa Cruz Biotech.  Sc-2020
(cabra)
SIX1/2 1:300 (WB) Santa Cruz Biotech.  Sc-398193
WT1 1:400 (WB); 1:100 (IF)  Santa Cruz Biotech.  Sc-192
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3. Obtencidn del tejido renal y aislamiento de los glomérulos totales

Los glomérulos se aislaron de la manera descrita en la técnica de los articulos
citados (135,136). Los rifiones se obtuvieron de ratas control y ratas diabéticas de una,
dos y tres semanas. Los rifiones se perfundieron con solucion salina isotonica (SSI
0.9% NacCl), se descapsularon, se pesaron y se aislo la corteza. Posteriormente, se
criopreservaron en 2-metilbutano a 4°C y se almacenaron en nitrogeno liquido hasta el
dia de los experimentos. Los glomérulos totales se aislaron como se ha descrito
previamente. En resumen, la corteza renal se homogeneizé manualmente. Después la
mezcla cortical homogeneizada se tamizd a través de una malla de acero inoxidable
con un tamafo de poro de 117 um (Cat. No. 8321A44: Thomas Scientific, Swedesboro,
NJ, USA) aplicando presion y lavando generosamente con solucién Ringer-Krebs-
bicarbonato (RKB) que contenia en mM: 110 NaCl, 25 NaHCO3, 3 KCI, 1.2 CaCly, 0.7
MgSOs, 2 KH2PO4, 10 NaC2H302, 5.5 glucosa, 5 alanina, 0.5 de albimina sérica
bovina (ASB) y pH 7.4 con una osmolaridad de 290 mOsm/kg de H20. La suspension
obtenida se transfirié a una segunda malla con un poro de 74 um (Cat. No. 8321A58:
Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA) aplicando presion y lavando con solucion
RKB. Se recupero el tejido que quedd en la parte superior de la malla, el cual contenia
los glomérulos aislados (Figura 15). La suspension glomerular obtenida se centrifugd
en solucion RKB durante 10 minutos a 20000 x g. Se elimino el sobrenadante y se

obtuvo el boton final.

4. Aislamiento de tubulos distales mediante gradientes de Percoll

Los tubulos distales se aislaron mediante gradientes de Percoll como se
describi6 en la técnica de los articulos citados (137,138). En resumen, se aislo la corteza
renal de ratas control y ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias. La corteza renal se
homogeneizd y se resuspendié en 3 mL de solucién RKB adicionado con 15 mg de
colagenasa tipo Il de Clostridium histolyticum (Sigma- Aldrich Co.) y 0.5 mL de ASB
al 10%. Todas las muestras se gasificaron por 20 minutos con 95% de CO2/5% de aire
atmosférico en un bafio de H2O con agitacion vigorosa a 37°C. Se adicionaron 20 mL
de solucion RKB a 4°C con inhibidores de proteasa (Complete 1X; Boehring

Mannheim, Alemania) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, 1mM), la mezcla se
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agitod vigorosamente para combinar bien todos las soluciones y favorecer la dispersion
de los fragmentos de tejido renal. Posteriormente, la suspension se filtro para remover
las fibras de tejido conectivo y se centrifug6 (18 x g/10 min). El botdn se resuspendio
en 10 mL de solucion RKB mas inhibidores de proteasa y se centrifugé nuevamente
(18 x g /10 min). Este proceso de lavado se repitié dos veces. Por ultimo, el botén
obtenido en el ultimo lavado se resuspendié con 5 mL de ASB al 5% y con Complete
1X, se incubd por 5 minutos a 4°C y se centrifugd (18 x g/10 min). Se retird el
sobrenadante y el botdn final se resuspendié con una mezcla de 30 mL de solucién de
Percoll fria y RKB (1:1 v/v). Finalmente, la mezcla se centrifug6 (107 x g / 40 min).
Se observé la formacion de 4 fracciones: la primera fraccion (F1) estaba enriquecida
con tubulos distales, la segunda (F2) y tercera fraccion (F3) contenia una mezcla de
diferentes segmentos de la nefrona (glomérulos, tabulos proximales y distales), la
cuarta fraccion (F4) enriquecida con tubulos proximales (Figura 16). Las fracciones
se analizaron en un microscopio de luz para confirmar las caracteristicas morfologicas

de todos los segmentos tubulares que se obtuvieron.

OBTENCION DE CORTEZA Y72
RENAL 4

HOMOGENADO DE TEJIDO RENAL

TAMIZ PORO 117 um | &=

TAMIZ PORO 74 pum | 1€

DESECHAR g
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Figura 15. Aislamiento de glomérulos.
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5. Extraccion de proteinas totales de la médula renal

Para realizar la extraccion de proteinas totales, se obtuvo la médula renal de
ratas control y de ratas diabéticas de 7,14 y 21 dias. La médula renal se homogeneizé
manualmente y se resuspendié en 10 mL de solucion 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. A continuacion, se
adicionaron 20 mL de soluciéon RKB frio que contenia una mezcla de inhibidores de
proteasas (Complete 1x) y PMSF, para inactivar la colagenasa. Para remover las fibras
de colageno del tejido medular, la suspension se centrifugd (18 x g/10 min). Este
procedimiento de lavado se repitié 3 veces. El botdn final se resuspendié en 250-300
pL de amortiguador de RIPA, que contenia en mM: 40 Tris-HCI, 150 NaCl, 2 &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), 10% glicerol, 1% Tritdn X-100, 0.5 % desoxicolato
de Na*y 0.2 % de dodecil sulfato de Na* (SDS) a pH7.6 y se incub6 durante 30 minutos
a 4°C. Posteriormente, la muestras se sonicaron 3 veces durante 3 segundos cada vez
en un sonicador ultrasonico de alta intensidad (Vibracell; Sonics & Materials, Inc.,
Connecticut, EUA) y se centrifugaron durante 30 minutos. Finalmente, se recolectaron

los sobrenadantes.

6. Western blot

El analisis de la expresion de las proteinas mediante western blot se realiz6 de
la manera descrita en la técnica del articulo citado (139). En resumen, las muestras de
proteinas totales de médula renal y glomerulares se diluyeron (1:5) en amortiguador de
Laemmli con urea (5 M) y se desnaturalizaron por calor durante 12 min. Las proteinas
se cargaron en geles de SDS-PAGE al 10 %. En paralelo con las muestras se cargaron
marcadores de peso molecular (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)
para identificar correctamente las proteinas a analizar. Las proteinas se trasfirieron a
membranas de PVDF (Amersham Bioscience, Upsala, Suecia). Para las uniones no
especificas, las membranas se bloquearon/incubaron con una solucion de caseina 3X
(VECTOR, sp-5020; Burlingame, California, EUA) diluida en PBS con 0.05% de
tween 20. Las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C con los anticuerpos

primarios. (Tablas 1). Posteriormente, las membranas se lavaron tres veces con PBS
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con tween 20 y se incubaron con los anticuerpos secundarios (Tabla 1) a temperatura
ambiente por 1 h. Las membranas se revelaron con el reactivo de deteccion ECL
(Amersham ™, GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), después de 5 lavados
con PBS con tween 20, para retirar el exceso de anticuerpo secundario remanente en
las membranas. La quimioluminiscencia se detectd utilizando el software EC3 Imaging
Sytem (UVP Biolmaging Systems, Cambridge, Reino Unido). La densitometria de las
bandas se cuantifico mediante transmitancia (UVP Biolmaging Systems Software).

GRADIENTE DE PERCOLL

‘TUBULOS DISTALES

FRACCION 1

FRACCION 2-3

FRACCION 4
NEFRONA

TUBULOS PROXIMALES

Figura 16. Gradiente de Percoll de corteza renal. En el gradiente de Percoll de corteza renal se distinguen
cuatro fracciones. En la fraccién 1 (F1) se separan los tabulos distales, en las fracciones 2 y 3 (F2-F3)
se encuentra una mezcla de glomérulos -tdbulos renales y por dltimo, en la fraccién 4 (F4) se separan
los tubulos proximales.

7. Inmunofluorescencia
Inmunofluorescencia con fijacion del tejido renal con metanol

Las muestras de tejido renal se prepararon para inmunofluorescencia como se
describid en la técnica de los articulos citados (136,139,140). En resumen, se cortaron
rebanadas de rifidn de 0.5 cm de espesor y se sumergieron por 5 minutos en 2-
metilbutano a 4°C para congelarlas posteriormente en nitrégeno liquido. Se cortaron
rebanadas de 4 pum de espesor en un criostato (Leica CM 1510 Cryostat, Wetzlar,

Alemania) y se montaron en portaobjetos recubiertos con gelatina.
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Para los experimentos de inmunofluorescencia, los cortes de tejido renal se
fijaron en metanol por 10 minutos a -20°C y se re-hidrataron con PBS 1X (5 minutos
a temperatura ambiente) para permeabilizar posteriormente con PBS con 1% Tritdn X-
100 (durante 12 minutos). Posteriormente, las rebanadas se lavaron 3 veces (PBS 1X)
y se bloquearon con 1% (v/v) de ASB libre de IgGs (1331-A, Research Organics,
Cleveland, Ohio, EUA) por 1 hora a temperatura ambiente y se incubaron con los
anticuerpos primarios por 16 h a 4°C (Tabla 1). Después, los cortes se lavaron 3 veces
con PBS (5 min a temperatura ambiente) y se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente (Tabla 1) por 2 horas a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados
con PBS 1X (5 min a temperatura ambiente). Los nucleos se marcaron con 4 ',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI). Finalmente, a las preparaciones se les adiciond el
medio de montaje VECTASHIELD (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, California,
EUA) para preservar la fluorescencia y se les colocd un cubreobjetos (montaje). Las
inmunofluorescencias se analizaron con un microscopio confocal invertido (TCS-SP2
Leica, Heidelberg, Alemania), y con el programa LAS AF LITE Leica Microsystem
software. Los experimentos de inmunofluorescencia se realizaron de manera
independiente por lo menos tres veces utilizando tres muestras diferentes por grupo.
Como control negativo, las laminillas se marcaron de manera especifica en ausencia de

los anticuerpos primarios

Inmunofluorescencia con exposicion de epitopos por citrato de sodio y calor

Las muestras de tejido renal se prepararon para inmunofluorescencia como se
describié previamente. En resumen, los cortes de tejido renal se fijaron en
paraformaldehido al 3% (Aldrich M3, 263-1; Milwaukee, Wisconsin, EUA) y se
lavaron con PBS tres veces (5 minutos a temperatura ambiente). Los cortes se
incubaron con buffer de citrato de sodio (J. T. Baker, Xalostoc, México) 10 mM,
primero por 20 minutos a 90°C y después por 20 minutos a temperatura ambiente. Los
cortes se lavaron 3 veces con PBS y se permeabilizaron con PBS con 2% Tween 20
por 10 minutos. Posteriormente, las rebanadas se lavaron 3 veces con PBS y se
bloquearon con 1% (v/v) de ASB libre de 1gGs (1331-A, Research Organics,

Cleveland, Ohio, EUA) por 1 hora a temperatura ambiente y se incubaron con los

37



Cinvestav Departamento de Farmacologia

anticuerpos primarios por 16 h a 4°C (Tabla 1). Posteriormente, el protocolo de
inmunofluorescencia continué como se describid anteriormente. Los experimentos de
inmunofluorescencia se realizaron de manera independiente por o menos tres veces
utilizando tres muestras diferentes por grupo. Como control negativo, las laminillas se

marcaron de manera especifica en ausencia de los anticuerpos primarios

8. Diseccion de tubulos colectores del rifion de rata

La diseccion de los tubulos colectores se realizo de la manera descrita en la
técnica de los articulos citados (141,142). En resumen, las ratas se anestesiaron con
pentobarbital sédico (30 mg/kg de peso corporal) y se obtuvieron los rifiones.
Inmediatamente, los rifiones se descapsularon y se colocaron en una solucion de RKB
que contenia, en mM: 110 NaCl, 25 NaHCOs3, 3 KCl, 1.2 CaCly, 0.7 MgSOs, 2 KH2PO4,
10 NaCzH30-, 5.5 glucosa, 5 alanina, 0.5 de albimina sérica bovina (ASB) y pH 7.4
con una osmolaridad de 290 mOsm/kg de H20 a 4°C y se cortaron rebanadas de 1-2
mm de espesor a lo largo del eje cortico-medular. Los cortes se mantuvieron en RKB
a 4°C, pH 7.4, 95% de CO./5% de aire atmosférico durante la diseccion. Para la
diseccion se utilizé un microscopio estereoscopico. Los tubulos colectores se aislaron
manualmente utilizando pinzas de punta fina y jeringas alargadas con punta extrafina.
Los tubulos colectores aislados se identificaron por su morfologia y se colocaron en
portaobjetos recubiertos con gelatina. Posteriormente, se realizd el protocolo para
inmunofluorescencia. En resumen, las preparaciones se lavaron con PBS con Ca?* (0.1
M) tres veces y se fijaron con 95% etanol frio por 1 minuto y con acetona hasta
evaporacion a temperatura ambiente. Para permeabilizar, las preparaciones se
incubaron con PBS con 1% Triton X-100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
durante 10 minutos y se lavaron 5 veces con PBS con Ca?* para después bloquearlas
con 1% (v/v) de ASB libre de IgGs (1331-A, Research Organics, Cleveland, OH, USA)
durante 40 minutos. Posteriormente, el protocolo de inmunofluorescencia continu6
como se describio anteriormente. Los experimentos de inmunofluorescencia se
realizaron de manera independiente por lo menos tres veces utilizando tres ratas

diferentes por cada grupo.
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9. Ensayo de inmunoabsorcidn ligado a enzima (ELISA) para Gasl

El ensayo de ELISA se realiz6 de la manera descrita en la técnica de los
articulos citados (143,144). En resumen, la extraccién de proteinas se realiz6 utilizando
amortiguador de RIPA, que contenia en mM: 40 Tris-HCI, 150 NaCl, 2 acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), 10% glicerol, 1% Triton X-100, 0.5 % desoxicolato
de Na* y 0.2 % de dodecil sulfato de Na* (SDS). La proteina Gas1 se cuantifico por un
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima utilizando el kit Duoset ELISA (R&D
Systems, Mineapolis, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cada
ensayo se utiliz6 50 pg de proteina total de cada muestra. Los datos se analizaron y
normalizaron para obtener la cantidad de proteina Gasl en picogramos por microgramo

de proteina total.

10. Cuantificacion de pixeles para Gasl, Claudina-2 y NCAM en la capsula de
Bowman

Para cuantificar a Gasl, Claudina-2 y NCAM en la capsula de Bowman, se
realiz6 una segmentacién por umbrales combinada con una segmentacion manual y se
aplico un sistema de binarizacion a las imégenes obtenidas por inmunofluorescencia
de la manera descrita previamente (145,146). En resumen, primero el tamafio de las
iméagenes se homogeneizo a 354x355 pixeles y se aplicd una segmentacion por umbral
(entropia de Rényi) con un valor de umbral de 150 a 175. Posteriormente, se aplicé el
sistema de binarizacion, reduciendo la composicion de la imagen a colores
blanco/negro y se realizé una segmentacion manual de las imagenes manteniéndose
unicamente el contorno glomerular (capsula de Bowman) (Figura 17). EI nimero de
pixeles blancos y negros se cuantific con el software ImageJ (Version 1.50). Se

analizaron de tres a seis glomérulos por grupo en cada experimento.

11. Cuantificacion de células Ki67 y NCAM en la capsula de Bowman
La cuantificacion de las celulas Ki67 y NCAM positivas en la capsula de
Bowman se realizd de la manera descrita en la técnica del articulo citado (147). En

resumen, se utiliz6 una combinacién de microscopia fluorescente y campo claro para
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identificar a las células Ki67 y NCAM positivas. EI nimero de glomérulos analizados
fue de tres por cada grupo.

El conteo de células se realiz6 manualmente con el programa ImageJ. Debido a
los cambios morfoldgicos glomerulares relacionados por la edad y el peso de los
animales, se midio la longitud de la capsula de Bowman (mm) de cada glomérulo
analizado. Se utilizé el programa ImageJ para medir la longitud de la capsula de
Bowman. Finalmente, estas medidas se usaron como denominadores para el nimero

total de células Ki67 y NCAM positivas a lo largo de la cdpsula de Bowman.

12. Cuantificacion de las células principales, las células intercalares y las células
intermedias en tubulos colectores aislados

La composicion del tipo celular en el tubulo colector se cuantifico de la manera
descrita en la técnica del articulo citado (148). En resumen, se cuantificaron las células
de tres tubulos colectores aislados manualmente por cada grupo experimental por rata.
Las células que expresaron Gasl y AQP2 se consideraron como células principales,
aquellas células que Unicamente expresaron V-ATPasa se consideraron como células
intercalares y las células que expresaron Gasl y V-ATPasa se consideraron como
células intermedias. Las células con una expresién ambigua o sin tincion del marcador
especifico se excluyeron de la cuantificacion. La cuantificacion se evalud usando el

microscopio confocal y el programa ImageJ (version 1.50)

13. Densidad de podocitos en secciones histologicas

La densidad de podocitos se realizd de la manera descrita en la técnica de los
articulos citados (149,150). En resumen, se obtuvieron iméagenes por
inmunofluorescencia marcando especificamente el nucleo de los podocitos con el
factor de transcripcion del tumor de Wilms (WT1), seguido de un conteo manual de
nlcleos de podocitos WT1" en el glomérulo. Este conteo estimado de podocitos se
corrigio por el factor de correccion (CF) para evitar una sobre estimacion de la densidad
aparente de podocitos, considerando el grosor (T) y la variacion del tamafio/forma de
los nacleos dada por diametro promedio (D) de la estructura nuclear orientada

aleatoriamente en una dimension. Para obtener el CF fue necesario obtener el valor real
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de D considerando a los ndcleos como formas de esferoides prolatos u ovoides
constantes (k= 0.72). Se obtuvo el volumen glomerular a partir del area del glomérulo
multiplicada por el grosor del corte de tejido sobre el cual se realizd la
inmunofluorescencia. Por ultimo, la densidad de podocitos se obtuvo a partir del conteo
de podocitos corregido por el CF sobre el volumen glomerular (Figura 18). Los
experimentos de la inmunofluorescencia se realizaron de manera independiente, por lo

menos tres veces utilizando tres muestras diferentes por grupo.

A)
B)
9]
'\ 3
X R / \ - &
;\ ) ! et

Figura 17. Cuantificacion de los pixeles de la cépsula de Bowman. (A) Se muestran las imagenes
obtenidas por microscopia fluorescente. Se observa la estructura de un glomérulo perfectamente
delimitada por la capsula de Bowman. En rojo, la expresion de Gasl a nivel de la capsula de Bowman y
la zona intraglomerular. El lado izquierdo representa la condicién control y el lado derecho, la condicién
diabética de dos semanas. Todas las imagenes se homogeneizaron a un tamafio de 354x355 pixeles. Las
flechas blancas sefialan la expresion de Gasl en la capsula de Bowman. (B) Posteriormente, se aplicé el
sistema de binarizacion, reduciendo la composicién de la imagen a colores blanco/negro. Expresion de
Gasl en negro. Flechas azules sefialan la expresion de Gasl en la capsula de Bowman. Flechas verdes
sefialan la zona intraglomerular con expresion de Gasl. (C) Finalmente se realizd una segmentacion de
la imagen manteniendo Unicamente la expresion de Gasl (negro) en la capsula de Bowman.
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Figura 18. Densidad de los podocitos. Para obtener una estimacion de la densidad de los podocitos, se
realiz6 el conteo de nlcleos de podocitos WT1*. De cada nicleo WT1* se obtuvo el diametro aparente
(d) mediante el programa ImageJ. Para obtener el valor del diametro real de los nucleos (D) fue necesario
considerar la forma y orientacién del nicleo en una imagen de una sola dimension. (A) La constante de
la forma del nicleo de podocitos (k); se obtuvo al considerar una forma nuclear oscilante entre una esfera
y una elipsoide, dando un valor intermedio de k=0.72. (B) Para obtener el valor real del diametro (D),
se aplico la siguiente formula donde: (d) es el diametro estimado de los ndcleos, (T) el grosor de la
imagen y (k) la constante de la forma nuclear. Una vez obtenido el valor real del diametro de los ndcleos,
se obtuvo un factor de correccion (CF), con la finalidad de evitar una sobre estimacién del niamero real
de podocitos, mediante la siguiente formula (C) CF, es el factor de correccion, (D) el diametro real del
nucleo. (D) Para obtener el conteo de podocitos real (Nt) se multiplicd el nimero de nicleos de podocitos
aparente (No) por el factor de correccion (CF). Para obtener el volumen del glomérulo (VG), se obtuvo
el area del glomérulo (AG) por el programa ImageJ y se multiplicd por el grosor de la imagen (T). Se
obtuvo la densidad de podocitos (Dpod) dividiendo Nt sobre VG y multiplicando el resultado por 1x108.
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14. Analisis estadistico de datos
Los resultados se expresaron como la media = desviacion estdndar (SD). Para la
comparacién de grupos maultiples se emple6 el andlisis de varianza (ANOVA) de una

sola via. Se utiliz6 la prueba pos hoc de Dunett y se considerd estadisticamente

significativa a partir de un valor de p<0.05.
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VII. Resultados

1. Modelo de diabetes experimental y dafio renal

Para confirmar la diabetes experimental inducida por la administracion de
estreptozotocina (STZ) en ratas Wistar, se analizo el indice glucémico en los grupos
con diabetes experimental al dia 3, 7, 14 y 21 posterior a la administracion de STZ
(Figura 19A). A partir del dia 3 y hasta el dia 21 posterior a la administracion de STZ,
se observd un aumento del nivel sérico de la glucosa en los grupos con diabetes
experimental (dia 3, 346.6 + 10.8 mg/dL,; dia 7, 367.8 + 9.9 mg/dL; dia 14, 434.2 + 36
mg/dL; dia 21, 434 + 74.3 mg/dL) en comparacién con el grupo control (dia 3, 95.4 +
10.8 mg/dL; dia 7,98 +5.9 mg/dL, dia 14, 84.8 + 9.8 mg/dL, dia 21, 96.8 £12.3 mg/dL).
Tambien se monitoreo el peso corporal y el volumen urinario. Las ratas con diabetes
experimental mostraron una disminucion significativa del peso corporal a partir del dia
3 posterior a la administracion de STZ y hasta el dia 21 (dia 3, 241.9 £ 7.7 g; dia 7,
234.1+£8.8 ¢; dia14,229.9+5.2 ¢g; dia 21, 217.1 £ 5.7 g) en comparacion con las ratas
control que mostraron una aumento progresivo del peso corporal (dia 3, 269.7 £ 10.9
g; dia7,271.6 +10.5 g; dia 14, 266.8 + 6.2 g; dia 21, 276.2 + 12.3 g) (Figura 19B). El
volumen urinario aumentd significativamente en las ratas con diabetes experimental
(dia 7, 25.6 + 4.5 mL; dia 14, 35.6 + 3.03 mL; dia 21, 45.3 + 2.7 mL); en contraste en
las ratas control el flujo urinario se mantuvo constante (18.08 + 2.2 mL) (Figura 19E).
Con estos hallazgos se confirmo la diabetes experimental, ya que las ratas presentaron
hiperglucemia, pérdida de peso corporal y poliuria, las cuales son caracteristicas
clinicas y metabodlicas similares a las que manifiesta un paciente diabético.
Posteriormente, se evalud la funcion renal mediante la medicion de proteinuria y la
depuracion de creatinina (Figura 19 C-D), ambos parametros importantes de la
funcion glomerular. En las ratas con diabetes experimental la excrecion urinaria de
proteinas y la depuracion de creatinina aumentaron progresivamente desde el dia 7
hasta el dia 21 con diabetes, con un aumento significativo en comparacion con las ratas
control desde el dia 14 y hasta el dia 21 con diabetes. Con base en estos hallazgos se
confirm6 que la diabetes indujo disfuncion glomerular debido al aumento de la
excrecion urinaria de proteinas y al desarrollo de hiperfiltracion, ambas caracteristicas

importantes durante las primeras etapas del dafio renal.
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Figura 19. Parametros fisioldgicos y bioquimicos en las ratas diabéticas inducidas con STZ. La
induccién de la diabetes experimental se confirmé por (A) hiperglucemia, (B) pérdida de peso y (E)
poliuria. También se evaluaron pruebas de funcion renal como (C) depuracién de creatinina y (D)
proteinuria. Ambas pruebas muestran el aumento de la filtracion glomerular y el incremento de la
excrecion de proteinas, ambos indicadores de dafio renal temprano en las ratas con diabetes
experimental. DBT, diabetes. Se muestra la media + desviacidn estandar (DS). Se realizd el analisis de
varianza (ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc de Dunett. *p<0.05, **p< 0.01 , ***p<0.001 y

****p<0.0001. N=6
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2. Las células epiteliales parietales de la capsula de Bowman expresan Gasl

Para determinar si las células epiteliales parietales (CEP) de la capsula de
Bowman expresan Gasl, se analizd por inmunofluorescencia la expresiéon de Gasl y
de la proteina especifica de la unién estrecha de las CEP, claudina-2 (CLDN2), en ratas
diabéticas de 7, 14 y 21 dias y en ratas control (Figura 20). Se encontr6 que Gasl co-
localiza con CLDN2, en la condicion diabética y en los controles (Figura 20 C-D). La
expresion de Gasl en las células de la capsula de Bowman es homogénea en las ratas
control. En contraste, en las ratas diabéticas de 7 y 14 dias, la expresién de Gasl
disminuy6 gradualmente en las células de la capsula de Bowman, siendo méas notable
a los 21 dias de diabetes (Figura 20A) en comparacion con el control. Por otro lado, la
expresion de CLDN2 se observdé homogénea y sin cambios, tanto en la condicion
control como en la diabetes (Figura 20B). Esto se confirm6 con la semicuantificacion
de pixeles para Gasl y CLDN2 (Figura 20E). Estos resultados sugieren que las células
parietales de la capsula de Bowman expresan Gasl y la diabetes favorece su

disminucion.

3. La diabetes favorece la disminucion de Gasl e induce la expresion de los
marcadores de células progenitoras en la capsula de Bowman

Recientemente, se confirmo la existencia de una subpoblacién de células
parietales denominadas células progenitoras parietales en la capsula de Bowman con
capacidad de autorrenovacion y con un alto potencial de diferenciacion a podocitos y
a células tubulares (151). Para explorar si las células progenitoras parietales de la
capsula de Bowman expresan Gasl, se evalud la expresion de NCAM (marcador de
células progenitoras renales) (108,152) y de Gasl por inmunofluorescencia (Figura
21). La expresion de Gasl es homogénea en la capsula de Bowman en las ratas control
y disminuy6 gradualmente en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias como se describid
previamente (Figura 21A). En contraste, la expresién de NCAM es intermitente en las
células de la capsula de Bowman en la condicion control y aumenta gradualmente con
respecto al tiempo en la diabetes, observandose una expresiébn mas homogénea o
regular en la céapsula de Bowman (Figura 21B). Esto se confirm6 con la

semicuantificacion de pixeles para Gasl y NCAM (Figura 21D). Gasl co-localiza con
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NCAM en la condicién control confirmando que las células parietales progenitoras
NCAM* expresan Gasl; sin embargo, en la condicion diabética de 7, 14 y 21 dias se
observé una muy baja sobreposicién de ambas proteinas, a consecuencia de la
expresion inversa de Gasl y NCAM en la diabetes (Figura 22). Con el fin de evaluar
otros marcadores de células progenitoras renales de la capsula de Bowman, la
expresion de CD24 y SIX1/2 se analizo por western blot en una fraccion enriquecida
de glomérulos (que intrinsecamente poseen células parietales de la capsula de
Bowman) (Figura 21E-F). Se encontrd la expresion de CD24 y SI1X1/2 en las ratas
control, indicando la presencia de células progenitoras en condiciones normales. En las
ratas diabéticas de 14 y 21 dias, se observd el aumento de la expresion de CD24 en
comparacion con los controles. También se observo que la expresion de SIX1/2
aumentd significativamente a partir de los 7 dias de diabetes en comparacion con los
controles. Estos hallazgos sugieren que la diabetes promueve la disminucion de la
expresion de Gasl en la capsula de Bowman y el aumento de marcadores de celulas
progenitoras como NCAM, CD24 y SIX1/2; favoreciendo asi la activacion y/o

proliferacion de las células parietales progenitoras.

4. La diabetes favorece el aumento de la expresion de PAX2 en la capsula de
Bowman

Las células progenitoras renales llevan a cabo un proceso de reprogramacion
adquiriendo marcadores mesenquimales embrionarios cuando se activan para
posteriormente diferenciarse a determinado tipo celular (151). Para determinar si la
disminucion de Gasl en la diabetes favorece un aumento de los marcadores
mesenquimales, se analiz6 la expresion PAX2 en la cépsula de Bowman por
inmunofluorescencia y por western blot (Figura 23). PAX2 es un factor de
transcripcion que expresan las células precursoras de las células parietales durante la
nefrogénesis (153). Se observé tanto por inmunofluorescencia como por western blot,
que en la condicion control hay una fina expresion de PAX2. Durante los primeros 7
dias de diabetes, la expresion de PAX2 disminuye significativamente en comparacion
con el control, pero en el dia 14 y 21 de diabetes, se observd una recuperacion y

sobreexpresion de PAX2 con respecto al control (Figura 23A, C). También se realiz
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la cuantificacion de las células PAX2*/NCAM™ en la capsula de Bowman (Figura 23B)
y se encontrd la misma tendencia en la expresion de PAX2 observada previamente por
western blot. Estos resultados sugieren que la diabetes promueve la disminucidn de la
expresion de Gasl en la capsula de Bowman e induce la activacién y reprogramacion

en las células progenitoras parietales.
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Figura 20. Las células parietales de la capsula de Bowman expresan Gasl. Se analiz6 la expresion
de Gasl y CLDN2 por inmunofluorescencia. (A) La expresion de Gasl es homogénea en la capsula de
Bowman en las ratas control. En contraste, en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias, se observa una
disminucién gradual en la expresién de Gasl. La disminucion de Gasl en la CB es mas notable en las
ratas diabéticas de 21 dias. (B) Para identificar a las células parietales de la cdpsula de Bowman se utilizé
a la proteina de la union estrecha CLDN2. La expresion de CLDN2 es homogeénea en la capsula de
Bowman y sin alteraciones en su expresion entre las ratas control y diabéticas. (C-D) Gasl y CLDN2
co-localizan (flechas blancas y zonas amarillas), describiendo por primera vez la expresion de Gasl en
la células parietales de la capsula de Bowman. (E) Analisis semicuantitativo de la expresion de Gasl y
CLDN2 en las células de la CB en las ratas control y diabéticas. En la inmunofluorescencia Gasl (rojo),
CLDNZ2 (verde), DAPI (azul). Circulos blancos indican acercamientos de la cpsula de Bowman. Flechas
blancas indican co-localizacion de Gasl y CLDN2 (zonas amarillas). Escala = 40 um. CB, cépsula de
Bowman. Se muestra la media + desviacion estandar (DS). Se realizd el analisis de varianza (ANOVA)
de una sola via. Prueba pos hoc de Dunett ***p<0.001 y ****p<0.0001. Se muestra un experimento
representativo (n=3).
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Figura 21. La diabetes favorece la disminucion de Gasl en la capsula de Bowman y el aumento de
marcadores de las células progenitoras (NCAM, CD24, SIX1/2). Se analizé por inmunofluorescencia
la expresion de Gasl y NCAM. (A) Las células parietales de la cdpsula de Bowman expresan Gasl (rojo)
homogéneamente en las ratas control pero en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias, la expresion de Gas1
disminuye gradualmente. Por otro lado, (B) las células de la capsula de Bowman expresan de manera
intermitente NCAM (verde) en la capsula de Bowman en las ratas control. En contraste, en la condicion
diabética de 7, 14 y 21 dias, la expresion de NCAM en las células de la capsula de Bowman aumenta
gradualmente y se observa mas homogénea en la capsula de Bowman. (C) Expresion de Gasl y NCAM
en la capsula de Bowman. (D) Analisis semicuantitativo de la expresion de Gasl y NCAM en las células
de la capsula de Bowman en las ratas control y diabéticas. (E-F) También la expresion de otros
marcadores de las células progenitoras como CD24 y SIX1/2 se analizaron por western blot en un
enriquecido glomerular de ratas control y diabéticas, observando un aumento significativo de estos
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marcadores en las ratas diabéticas. En la inmunofluorescencia Gasl (rojo), NCAM (verde), DAPI (azul).
Flechas blancas indican la expresion de Gasl en la cipsula de Bowman. Linea blanca y punteada delimita
la cdpsula de Bowman en el glomérulo. Escala = 50 um. CB, céapsula de Bowman. Se muestra el
promedio + desviacion estandar (DS). El analisis densitométrico se muestra como la densidad relativa
en unidades arbitrarias (UA) con actina e histona H4 como control de carga. Se muestra la media +
desviacion estandar (DS). Se realizo el analisis de varianza (ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc
de Dunett.*p<0.05, **p< 0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001. Se muestra un experimento representativo
(n=3).
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Figura 22. Las células progenitoras parietales de la capsula de Bowman expresan Gasl. Se analizo
por inmunofluorescencia la expresion de Gasl y NCAM. En los acercamientos (recuadros) se observa
la co-localizacion de Gasl y NCAM en la capsula de Bowman de ratas control (zonas amarillas). En
contraste, en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias se observo una muy baja sobreposicion de ambas
proteinas, a consecuencia de la expresion inversa de Gasl y NCAM en la diabetes. En la
inmunofluorescencia: Gasl (rojo), NCAM (verde), DAPI (azul). DBT, diabetes. Circulos blancos
indican acercamientos de la capsula de Bowman que muestran la co-localizacion de Gasl y NCAM
(zonas amarillas). Linea blanca y punteada delimita la capsula de Bowman en el glomérulo. Escala = 40
pum. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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5. La diabetes aumenta el nimero de células WT1* en la capsula de Bowman
Para explorar si las células progenitoras parietales de la capsula de Bowman
que se han activado en la diabetes se diferencian a podocitos, se analiz6 la expresion
de la proteina especifica de podocitos WT1 (154) en la capsula de Bowman (Figura
24). Para identificar especificamente la expresion de WT1 en la capsula de Bowman,
primero se analizo por inmunofluorescencia la expresion de WT1y CLDN2 (marcador
usado para delimitar la capsula de Bowman) (26). En las ratas control, se encontraron
pocas células WT1"/CLDN2". En contraste, en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias,
el nimero de células WT1"/CLDN2" aumentd significativamente en comparacion con
el control. Estos resultados indican que las células de la capsula de Bowman expresan
el marcador especifico de podocitos WT1. Con el objetivo de dilucidar si las células
progenitoras parietales de la cdpsula de Bowman expresan el marcador de podocitos
WT1, se evalud la expresion de WT1 y del marcador de célula progenitora renal
NCAM por inmunofluorescencia (Figura 25 A-B). Se observaron escasas células
WT1*/NCAMT en las ratas control, sin embargo, en la condicion diabética de 7, 14 y
21 dias, el ndmero de células WT1/NCAM" aumentaron significativamente en
comparacion con el control. Interesantemente, no se identificaron células
WT1*/NCAM; demostrando que las células que expresan WT1 en la capsula de
Bowman son las células progenitoras parietales NCAM™. Estos resultados sugieren que
la diabetes promueve la activacion y diferenciacion de las células progenitoras
parietales a podocitos en la capsula de Bowman, y es posible que la proteina Gas1 tenga

un papel importante en estos procesos.
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Figura 23. La diabetes favorece la expresion de PAX2 en las células de la capsula de Bowman. (A)
Andlisis por inmunofluorescencia del factor de transcripcién PAX2. (B) Cuantificacion de células
PAX2*/NCAM* en la cépsula de Bowman en ratas control y diabéticas. Se observé que en las ratas
control hay 12.9 + 2.14 células PAX2*/NCAM®. En contraste, durante los primeros 7 dias de diabetes,
el nimero de células PAX2*/NCAM®* disminuyo significativamente a 6.5 £ 0.207. En el dia 14 y 21 de
diabetes, el nimero de células se restableci6 y aumenté de 11.6 + 1.99 a 18.5 + 1.05 células
PAX2*/INCAM*. (C) Analisis por western blot de la expresién de PAX2 en un enriquecido glomerular.
En la inmunofluorescencia PAX2 (rojo), NCAM (verde), DAPI (azul). Recuadros blancos indican
acercamientos de células con expresion nuclear PAX2 (rosa) en la capsula de Bowman. Escala = 50 pm.
CB, cépsula de Bowman. Se muestra la media = desviacién estandar (DS). Se realiz6 el anlisis de
varianza (ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc de Dunett. *p<0.05, **p< 0.01, ***p<0.001. El
analisis densitométrico se muestra como la densidad relativa en unidades arbitrarias (UA) con histona
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H4 como control de carga. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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Figura 24. La diabetes favorece la expresion de WT1 en las células de la cadpsula de Bowman. (A)
Se analiz6 por inmunofluorescencia la expresion de WT1 (marcador especifico de podocitos). Se utilizd
CLDN2 para identificar a las células de la capsula de Bowman. En las ratas control observamos escasas
células WT1* (rosa) en la cipsula de Bowman. En contraste, en las ratas de 7, 14 y 21dias con diabetes,
el nimero de células WT1* (flechas blancas) aument6. (B) Cuantificacion de células WT1*/CLDN2* en
la cdpsula de Bowman en ratas control y diabéticas. (C) Inmunofluorescencia de WT1 y CLDN2. Se
muestran acercamientos de células WT1*/CLDN2* en la capsula de Bowman. En la inmunofluorescencia
WT1 (rojo), CLDN2 (verde), DAPI (azul). Flechas blancas muestran células WT1* (rosa) en la capsula
de Bowman. Recuadros blancos indican acercamientos de células WT1*/CLDN2*. DBT, diabetes. CB,
cépsula de Bowman. Escala = 50 pm. Se muestra la media + desviacion estandar (DS). Se realiz6 el
analisis de varianza (ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc de Dunett. ***p<0.001 y ****p<0.0001.
Se muestra un experimento representativo (n=3).
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Figura 25. Las células progenitoras parietales NCAM™* expresan WT1 en las etapas tempranas de
la diabetes. Con la finalidad de evaluar si las células que expresan el marcador especifico de podocitos
WT1 en la cdpsula de Bowman son células progenitoras renales, se analizé por (A) inmunofluorescencia
la expresion de WT1 y del marcador de células progenitoras renales NCAM. Se observaron escasa
células WT1*/NCAM™ en la capsula de Bowman en las ratas control. En contraste, en las ratas de 7, 14
y 21 dias de diabetes, el nimero de células WT1*/NCAM* aumento. Estos resultados sugieren que las
células progenitoras parietales de la capsula de Bowman expresan WT1. (B) Cuantificacion de células
WT1*/NCAM"* en la capsula de Bowman en ratas control y diabéticas. (C) Analisis por western blot de
WT1 en un enriquecido glomerular. En la inmunofluorescencia WT1 (rojo), NCAM (verde), DAPI
(azul). Flechas blancas indican células WT1*/NCAM" en la capsula de Bowman. Recuadros blancos
indican acercamientos. Linea blanca y punteada delimita la capsula de Bowman en el glomérulo. DBT,
diabetes. CB, cépsula de Bowman. Escala = 50 um. El analisis densitométrico se muestra como la
densidad relativa en unidades arbitrarias (UA) con actina como control de carga. Se muestra la media +
desviacidn estandar (DS). Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc
de Dunett. ***p<0.001 y ****p<0.0001. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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6. Expresion de nefrina y dendrina durante la etapa temprana de la nefropatia
diabética

Para conocer las condiciones de los podocitos durante los primeros dias de
diabetes, se analizd la expresion de la nefrina y la dendrina (proteinas especificas de
los podocitos) (12,14) por inmunofluorescencia e inmunoblot. Se encontré que la
diabetes disminuyd la expresion de nefrina durante los primeros 7 dias y se restablecio
a partir de los 14 dias de diabetes (Figura 26 A-B). De manera similar, se observé
mediante western blot, que la expresion de la dendrina también disminuyd
significativamente en comparacion del control a los 7 dias de diabetes; pero en el dia
14, la expresion de la dendrina aumentd gradualmente hasta restablecerse por completo
a los 21 dias de diabetes (Figura 26C). Los resultados anteriormente descritos podrian
indicar que durante los primeros 7 dias de diabetes existe una pérdida importante de
podocitos, ya que se observdé una disminuciéon significativa de las proteinas
podocitarias como WT1 (Figura 25C), nefrina y dendrina. Paraddjicamente, la
expresion de estas proteinas se restablecio gradualmente durante los 14 y 21 dias de
diabetes, insinuando la recuperacion de podocitos. Como se describi6 anteriormente,
los podocitos poseen una nula tasa de proliferacion y regeneracion; es posible que la
recuperacion de podocitos en la diabetes se asocie fuertemente a la diferenciacion de

células progenitoras parietales de la capsula de Bowman.

Con el objetivo de confirmar la pérdida y posible recuperacién de podocitos; se
calcul6 la densidad podocitaria por glomérulo en ratas diabéticas y controles (Figura
26D). Los resultados mostraron que en las ratas control, la densidad de los podocitos
fue de 1x10° podocitos/um3. En contraste, en las ratas con 7 dias de diabetes, se observd
una disminucion significativa del 46.2% de la densidad podocitaria en comparacion
con las ratas control, mostrando una densidad estimada de 0.537x10° podocitos/pum?.
En las ratas con 14 dias de diabetes la densidad fue de 0.740x10° podocitos/pum?,
mostrando una disminucion significativa de podocitos en comparacion con las ratas
control. Sin embargo, en comparacion con las ratas de 7 dias con diabetes, se observo
un aumento de la densidad de podocitos del 20.3%. Notablemente, la densidad de

podocitos en las ratas con 21 dias de diabetes se restablecié por completo, mostrando
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valores similares a los controles. La densidad de podocitos en este grupo experimental
fue de 1.122 x10° podocitos/um?, sin diferencias significativas con la densidad de
podocitos del grupo control pero con un sutil incremento del 12.22% de podocitos por
volumen glomerular. Estos resultados confirman que en la condicion diabética de 7
dias existe una pérdida importante del numero podocitos, subsecuente a un aumento
gradual del nimero de podocitos a los 14 dias de diabetes y a un evidente
restablecimiento del nimero de podocitos en la condicién diabética de 21 dias. Los
resultados anteriormente descritos sugieren que en las etapas tempranas de la nefropatia
diabética existe un mecanismo de regeneracion de podocitos y es posible que las células

progenitoras parietales Gas1" de la capsula de Bowman estén involucradas.

Con base en los resultados anteriormente descritos, se propone que la diabetes
favorece la disminucién de la expresién de la proteina Gasl en las células progenitoras
parietales de la capsula de Bowman, induciendo que las células progenitoras parietales,
que en condiciones normales se encuentran en un estado quiescente, inicien sus
procesos de activacion y reprogramacion para poder diferenciarse a podocitos y
compensar asi la pérdida significativa de podocitos que se observo durante los primeros
7 dias de diabetes, como un mecanismo de regeneracion temprano. Esto sugiere que la
proteina Gas1 mantiene en un estado inactivo a las células progenitoras parietales de la
capsula de Bowman en condiciones normales; pero en hiperglucemia, la disminucion
de la expresion de Gasl en la capsula de Bowman podria ser considerada como una
sefial de instruccion celular para que las células progenitoras parietales se activen y
elijan un linaje celular especifico de diferenciacion, siendo su destino final la

diferenciacién a podocitos.
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Figura 26. Expresion de nefrina y dendrina en las etapas tempranas de la diabetes. (A-B) La
expresion de la nefrina se analizé por inmunofluorescencia y western blot. Los resultados en ambas
técnicas muestran una disminucion significativa en la expresion de nefrina en las ratas con 7 dias de
diabetes. En los grupos de ratas diabéticas de 14 y 21 dias, la expresidn de la nefrina se recuperé en
comparacion con las ratas diabéticas de 7 dias pero sin ninglin cambio en comparacién con las ratas
control. (C) Andlisis por western blot de la expresion de la dendrina. Observamos un patron de expresion
muy similar a la nefrina. La expresion de la dendrina disminuye significativamente en las ratas diabéticas
de 7 dias y comienza a aumentar en las ratas diabéticas de 14 dias, restableciéndose por completo la
expresion de la dendrita en las ratas diabéticas de 21 dias. (D) Estimacién de la densidad de podocitos.
En la inmunofluorescencia nefrina (verde) y DAPI (azul). Recuadros blancos muestran acercamientos
de podocitos (nefrina*) en la zona visceral del glomérulo. DBT, diabetes. Pod, podocitos. Escala = 50
pum. El andlisis densitométrico se muestra como la densidad relativa en unidades arbitrarias (UA) con
histona H4 como control de carga. Se muestra la media + desviacion estandar (DS). Se realiz6 el analisis
de varianza (ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc de Dunett. *p<0.05, **p< 0.01 y ****p<0.0001.
Se muestra un experimento representativo (n=3).
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7. La diabetes favorece la proliferacion de células parietales de la capsula de
Bowman

Estudios previos han descrito la funcion de Gasl en el arresto celular en las
células del sistema nervioso (155). En este trabajo, se realiz6 un ensayo por ELISA
para Gasl y el analisis por inmunoblot del antigeno nuclear de las células en
proliferacion (PCNA), ambos en enriquecidos glomerulares de ratas control y
diabéticas. Se encontr6 que la concentracion de Gasl en las células glomerulares
disminuyd significativamente a los 7 dias de diabetes (0.136 pg/pug = 0.0305) en
comparacién con el control (0.260 pg/ug = 0.01). Sin embargo, a los dias 14 y 21 de
diabetes se restablecié la concentracion de Gasl (0.226 pg/ug +0.020 y 0.25 pg/ug
+0.01) sin existir diferencias significativas con la concentracion de la condicion control
(Figura 27A). En el anélisis por western blot de PCNA, se observo que a los 7 dias de
diabetes, cuando la concentracion de Gasl disminuye, la expresién de PCNA aumenta
significativamente en comparacion con el control. A los 14 y 21 dias de diabetes,
cuando la expresion de Gasl se restablecio, se observo que la expresion de PCNA
disminuyé en comparacion con el dia 7 de diabetes (Figura 27C). También se analiz6
la expresion de Gasl y Ki67 (marcador de proliferacion celular) por
inmunofluorescencia en la estructura glomerular (Figura 27B), donde se observo el
mismo patron de expresion antes descrito, en la condicién control donde existe una
expresion homogénea de Gasl, no se observan células glomerulares proliferativas
Ki67". En contraste a los 7 dias de diabetes, donde la expresién de Gasl disminuye, se
observé notablemente un aumento de células Ki67*. En los dias 14 y 21 de diabetes,
hay un restablecimiento gradual de la expresién de Gasl en el glomérulo y se observa
una disminucién progresiva de las células Ki67*. Estos hallazgos muestran que existe
una expresion inversa o diferencial entre Gas1 y los marcadores de proliferacion PCNA
y Ki67, sugiriendo que Gasl podria tener un papel sobre la proliferacion de células

glomerulares durante la diabetes.

Para explorar si la diabetes favorece la proliferacion de las células epiteliales
parietales de la capsula de Bowman, se analiz6 por inmunofluorescencia la expresion

del marcador de proliferacién celular, Ki67 y CLDN2 (utilizado para delimitar la
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capsula de Bowman) (Figura 28). Se observo que en las ratas control no hay células
Ki67"/CLDN2". En contraste, a los 7, 14 y 21 dias de diabetes, el nimero de células
Ki67*/CLDN2" aumentd significativamente en comparacion con el control. Estos
resultados indican que la diabetes favorece la proliferacion de las células de la capsula
de Bowman. Para explorar si la diabetes también induce la proliferacion de las células
progenitoras parietales de la capsula de Bowman, se analiz6 por inmunofluorescencia
la expresion de Ki67 y del marcador de las células progenitoras renales NCAM (Figura
29A). Se encontrd que en la condicién control hay escasas células NCAM™ pero
ninguna Ki67*. Durante los dias 7, 14 y 21 de diabetes, el nimero de células
NCAM*/Ki67* aument6 significativamente en comparacion con el control, sugiriendo
que la diabetes también induce la proliferacion de las células progenitoras parietales de
la cépsula de Bowman. Esto se confirmd con la cuantificacion de células
NCAM/Ki67* en la capsula de Bowman (Figura 29B).

Con el objetivo de conocer si la disminucion de la expresion de Gasl en la
diabetes guarda una relacion con la proliferacion de las células de la céapsula de
Bowman, se realiz6 un coeficiente de correlacion de Pearson de la expresion de Gasl
y el nimero de células epiteliales parietales y parietales progenitoras en proliferacion
(Ki67") en la capsula de Bowman. Tanto en las células parietales (CLDN2*) como en
la subpoblacion de células progenitoras parietales (NCAM™) de la capsula de Bowman,
se encontrd un coeficiente de correlacion de -0.9524 y -0.9584, respectivamente,
indicando una relacién inversa en proporcién constante entre la expresion de Gasl y la
proliferacion celular en la capsula de Bowman (Figura 28C y 29C). Con base en los
resultados antes descritos se sugiere que la proteina Gasl podria tener un papel
importante como modulador enddgeno de la proliferacion de células parietales de la

capsula de Bowman.
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Figura 27. La proliferacion de células glomerulares y la expresion de Gasl en las etapas tempranas
de la diabetes. (A) Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) de la proteina Gasl en un
enriquecido glomerular. (B) Analisis por inmunofluorescencia de la expresion de Gasl y el factor de
proliferacién celular Ki67. En el panel superior se observa la expresion de Gasl (rojo) en el glomérulo.
En la condicién control se observa una fuerte expresion de Gasl en la zona visceral. En contraste, en las
ratas con 7 dias de diabetes la expresién de Gasl disminuyd notablemente en ésta zona, pero en las ratas
de 14 y 21 dias de diabetes se observd un aumento gradual de la expresidn de Gasl en la zona visceral
o interna del glomérulo. En el panel inferior se observa la expresién nuclear de Ki67 (rosa) en el
glomérulo. En la condicién control no se observaron células Ki67*. En contraste, en las ratas diabéticas
de 7 dias se observaron abundantes células Ki67* en la zona visceral glomerular. En las ratas diabéticas
de 14 y 21 dias, disminuy6 el nimero de células Ki67*. De manera general, se observo una expresion
inversa entre Gasl y Ki67 en las células glomerulares. (C) Western blot de PCNA en un enriquecido
glomerular. En la inmunofluorescencia Gasl (rojo), Ki67 (rosa) y DAPI (azul). Lineas blancas y
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punteadas demarcan glomérulos. Escala = 50 um. Se muestra la media + desviacién estandar (DS). Para
el analisis por ELISA se utiliz6 como control positivo células NIH 3T3 con medio sin suero y como
control negativo células NIH-3T3 con suero. El andlisis densitométrico se muestra como la densidad
relativa en unidades arbitrarias (UA) con actina como control de carga. Se realiz6 el analisis de varianza
(ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc de Dunett. *p<0.05, **p< 0.01 y ****p<0.0001. Se muestra
un experimento representativo (n=3).
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Figura 28. La diabetes favorece la proliferacion de las células parietales de la capsula de Bowman.
(A) Anadlisis por inmunofluorescencia de la expresién de Ki67 y CLDNZ2 en las células de la capsula de
Bowman. (B) Cuantificacion de células Ki67*/CLDN2* en la capsula de Bowman en ratas control y
diabéticas. (C) Coeficiente de correlacion de Pearson de la expresion de Gasl y Ki67 en la capsula de
Bowman. En la inmunofluorescencia Ki67 (rojo), CLDN2 (verde), DAPI (azul). Recuadros blancos
muestran acercamientos de células Ki67* en la capsula de Bowman. DBT, diabetes. CB, capsula de
Bowman. Lineas blancas y punteadas demarcan glomérulos. Escala = 50 pm. Se muestra la media +
desviacion estandar (DS). Se realizo el analisis de varianza (ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc
de Dunett. ***p<0.001 y ****p<0.0001. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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Figura 29. La diabetes favorece la proliferacion de las células progenitoras parietales NCAM * de
la capsula de Bowman. (A) Analisis por inmunofluorescencia de la expresién de Ki67 y NCAM en las
células de la capsula de Bowman. (B) Cuantificacion de células Ki67*/NCAM* en la capsula de Bowman
en ratas control y diabéticas. (C) Coeficiente de correlacion de Pearson de la expresion de Gasl y la
expresion de Ki67 en células NCAM* de la capsula de Bowman. En la inmunofluorescencia Ki67 (rojo),
NCAM (verde), DAPI (azul). Recuadros blancos muestran acercamientos de células Ki67 * en la capsula
de Bowman. DBT, diabetes. CB, capsula de Bowman. Lineas blancas y punteadas demarcan glomérulos.
Escala = 50 pum. Se muestra la media + desviacién estandar (DS). Se realizo el analisis de varianza
(ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc de Dunett. **p< 0.01 y ***p<0.001. Se muestra un
experimento representativo (n=3).
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8. Expresion de Gasl en otros segmentos de la nefrona

En el rifion, la expresion de la proteina Gasl ha sido descrita unicamente en el
glomérulo, especificamente en las células mesangiales (130,131); mostrando un
analisis parcial de la expresion de Gasl en las células renales. Por lo anterior, se decidio
explorar la expresiéon de Gasl en otros segmentos de la nefrona como los podocitos,
las células del tubulo proximal y en la nefrona distal en condiciones normales y en las
etapas tempranas de la diabetes. Para evaluar si los podocitos expresan Gasl se analiz6
por inmunofluorescencia la expresion de Gasl y de nefrina (proteina especifica del
diafragma en hendidura de los podocitos) (Figura 30A). No se observé co-localizacion
de Gasl y nefrina ni en las ratas control ni en los grupos de ratas diabéticas de 7, 14 y
21 dias. Sin embargo, se observé que muy cerca de la expresion de nefrina y de los
ndcleos celulares (DAPI™) hay expresion de Gasl tanto en las condiciones normales
como en la diabetes, sugiriendo que Gasl podria expresarse en el cuerpo principal de
los podocitos y no en sus prolongaciones primarias y secundarias (pedicelos) que
forman el diafragma en hendidura (Figura 30 B-C). Para analizar la expresion de Gasl
en las células del tabulo proximal, se realizé una inmunofluorescencia de Gasl y de
dipeptidil peptidasa 4 (DPP4) (Figura 31). La DPP4 se utiliz6 como marcador
especifico del tubulo proximal. Se encontré que Gasl y DPP4 no co-localizan ni en la
condicion control ni en la condicion diabética de 7, 14 y 21 dias. Estos resultados

demuestran que las células del tibulo proximal no expresan a la proteina Gasl.

La nefrona distal es la porcion de la nefrona que comienza con la parte terminal
del asa ascendente de Henle, continGa con el tabulo distal y termina en los tabulos
colectores (156) (Figura 32A). Para explorar si la proteina Gasl se expresa en la
nefrona distal, se analiz6 por inmunofluorescencia la expresion de Gasl y de claudina-
8 (CLDNB8). La CLDNS8 es una proteina de la union estrecha especifica de los
componentes celulares de la nefrona distal (19,141) (Figura 32B). Se observo que tanto
en las ratas control como en los grupos de ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias hay co-
localizacion de Gasl y CLDNS8. Estos resultados sugieren que los componentes de la
nefrona distal expresan a Gasl.
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Figura 30. Expresién de Gasl en los podocitos. (A) Inmunofluorescencia de Gas1 y nefrina (marcador
especifico de podocitos) en ratas control y en ratas diabéticas de 7, 14, y 21 dias. (B) Esquema
representativo de la morfologia de los podocitos. (C) Acercamiento de zonas glomerulares con expresion
de Gasl-nefrina-DAPI. En inmunofluorescencia Gasl (rojo), nefrina (verde), DAPI (azul). DBT,
diabetes. Lineas blancas y punteadas demarcan glomérulos. Escala = 50 um. Se muestra un experimento
representativo (n=3).
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Figura 31. Las células del tubulo proximal no expresan Gasl. Analisis por inmunofluorescencia de
la expresion de Gasl y dipeptidil peptidasa-4 (DPP4). No se observa co-localizacién ni de Gasl ni DPP4
en las ratas control y diabéticas de 7, 14 y 21 dias. Linea blanca punteada delimita la estructura tubular.
Las fechas blancas indican tabulos proximales DPP4*. DBT, diabetes. En la inmunofluorescencia Gasl
(rojo), DPP4 (verde), DAPI (azul). Escala = 50 pm. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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Figura 32. Expresion de Gasl en la nefrona distal. (A) Esquema representativo de la nefrona distal.
(B) Analisis por inmunofluorescencia de la expresién de Gasl y claudina-8 (CLDNS8). Se encontré que
tanto en los grupos de ratas control como en los grupos de ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias Gasl y
CLDNB8 co-localizan. Esto sugiere que Gasl se expresa en esta zona renal. En la inmunofluorescencia
Gasl (rojo), CLDN8 (verde), DAPI (azul). Linea blanca punteada delimita la estructura tubular. DBT,
diabetes. Escala = 50 pm. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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9. Expresion de Gasl en el tubulo distal

Previamente, se describio la expresion de Gasl en la nefrona distal. Para
confirmar que las células del tabulo distal expresan especificamente a la proteina Gasl
en condiciones normales y en diabetes, se analiz6 por inmunofluorescencia la expresion
de Gasl y de calbindina (CALB), un marcador especifico del tubulo distal (Figura 33)
(157). Se encontr6 que Gasl y CALB co-localizan en los tabulos renales de las ratas
control y las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias. Posteriormente, se obtuvo una fraccion
enriquecida de tabulos distales de las ratas control y diabéticas por gradiente de Percoll
(Figura 34 A-B) para analizar la expresion de Gasl por western blot y ELISA. En el
analisis por western blot se encontrd que hay expresion de Gasl en las ratas control.
En contraste, en las ratas diabéticas de 7 dias, la expresion de Gasl disminuyé
significativamente, pero en los enriquecidos tubulares de ratas diabéticas de 14 y 21
dias, se observo un aumento significativo en comparacion con el control (Figura 34D).
De manera similar al western blot, en el analisis por ELISA (Figura 34C) se observo
expresion de Gasl en las ratas control (0.326 + 0.090 pg/pg), seguida de una
disminucidn significativa en las ratas diabéticas de 7 dias (0.210 + 0.020 pg/ug). En
contraste, en las ratas diabéticas de 14 dias se encontré un aumento gradual de Gasl
(0.573 £ 0.041 pg/ug) y una subsecuente sobreexpresion (0.936 + 0.0057 pg/ug) en las
ratas diabéticas de 21 dias en comparacion con el grupo control, respectivamente. Estos
hallazgos demuestran que las células del tubulo distal expresan Gasl en condiciones

normales y en las etapas tempranas de la diabetes.

Anteriormente, se describid la expresion de Gasl en las células progenitoras
parietales de la capsula de Bowman. Con el objetivo de explorar si el tabulo distal
maduro posee células progenitoras que expresen Gasl se analiz6 la expresion de Gasl
y CD24 (un marcador célula progenitora renal) por inmunofluorescencia (Figura 35A).
Se encontrd que Gasl y CD24 co-localizan en los tdbulos de ratas control y de las ratas
diabéticas de 7, 14 y 21 dias. Estos resultados sugieren que las células del tabulo distal
de rifiones maduros de rata poseen células progenitoras y que expresan Gasl en
condiciones normales y en las etapas tempranas de la diabetes. Para confirmar estos

hallazgos, se evalud la expresion de CD24 por western blot en fracciones enriquecidas
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de tabulos distales (Figura 35B). Se encontr6é un patrén de expresion de CD24 muy
similar al de Gasl obtenido por western blot y ELISA. Se observo la expresion de
CD24 en las fracciones tubulares de las ratas control, pero en las ratas diabéticas de 7
dias, la expresion de CD24 disminuy6 significativamente. Por otro lado, se observo
que en las fracciones tubulares de ratas diabéticas de 14 y 21 dias la expresion de CD24
aumento significativamente en comparacién con el grupo control. Los hallazgos
anteriormente descritos demuestran por vez primera que las células del tabulo distal
expresan Gasl en condiciones normales y en diabetes. También sugieren que el tabulo
distal maduro posee una poblacion de células progenitoras al expresar el marcador
especifico CD24" (Figura 35C).
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Figura 33. Expresion de Gasl en las células del tubulo distal. Andlisis por inmunofluorescencia de
la expresién de Gasl y calbindina (CALB). Se encontré que tanto en los grupos de ratas control como
en los grupos de ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias, Gasl y CALB co-localizan. En el ultimo panel
(derecha) se muestra un acercamiento de la co-localizacion de Gasl y CALB (amarillo) tanto en la
condicion control como en diabetes. En la inmunofluorescencia Gasl (rojo), CALB (verde), DAPI
(azul). La linea blanca punteada delimita la estructura tubular. Las fechas blancas indican las zonas de
los acercamientos mostrados en el Ultimo panel de la derecha. DBT, diabetes. Escala = 50 pm. Se
muestra un experimento representativo (n=3).
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Figura 34. Expresién de Gasl en fracciones enriquecidas con tubulos distales. (A) Esquema
representativo del gradiente de Percoll y obtencién de tabulos distales y proximales. (B) Para evaluar la
pureza de las facciones tubulares aisladas se analizé por western blot la expresion de claudina 2
(CLDNZ2) en las fracciones obtenidas de tubulos proximales y tibulos distales. La proteina de la unién
estrecha CLDN2 es abundante en los tlbulos proximales. Se encontré que en las fracciones de tabulos
distales, la expresion de CLDN2 esta ausente. En contraste, en las fracciones aisladas de tubulos
proximales se observo expresion de CLDN2. Para confirmar que las fracciones de tubulos distales son
especificas, se analizd por western blot la expresion de claudina-8 (CLDN8). CLDNS8 es una proteina
profusa y especifica de los tubulos distales. En las fracciones aisladas de los tdbulos distales de ratas
control y diabéticas, se observd de manera consistente la expresion de CLDNS8. Estos resultados
demuestran que las fracciones aisladas son puras y enriquecidas en tibulos distales de ratas. (C) Analisis
por ELISA de Gasl en un enriquecido de tabulos distales. (D) Analisis por western blot de Gasl. Para
el analisis por ELISA se utilizd como control positivo células NIH 3T3 con medio sin suero y como
control negativo células NIH-3T3 con suero. El andlisis densitométrico se muestra como la densidad
relativa en unidades arbitrarias (UA) con actina como control de carga. Se muestra la media + desviacion
estandar (DS). Se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc de Dunett.
*p<0.05, ***p< 0.001 y ****p<0.0001. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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Figura 35. Expresion de marcadores de células progenitoras en los tubulos distales de rata adulta.
(A) Andlisis por inmunofluorescencia de la expresion de Gasl y del marcador de células progenitoras
CD24 en las ratas control y en las ratas diabéticas de 7,14 y 21dias. Se encontr¢ co-localizacion de Gasl
y CD24 en condiciones control y diabéticas. (B) Expresion por western blot de CD24 en fracciones
enriquecidas de tabulos distales. (C) Los hallazgos anteriormente descritos sugieren que las células del
tlbulo distal expresan Gasl en condiciones normales y en diabetes. También sugieren que el tibulo
distal maduro posee una poblacion de células progenitoras ya que expresan el marcador especifico CD24.
En la inmunofluorescencia se muestra a Gasl (rojo), CD24 (verde) y DAPI (azul). Lineas blancas y
punteadas delimitan tdbulos distales. Asteriscos blancos indican otras estructuras tubulares. DBT,
diabetes. Escala = 50 um. El analisis densitométrico se muestra como la densidad relativa en unidades
arbitrarias (UA) con actina como control de carga. Se muestra la media * desviacion estandar (DS). Se
realizd el andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc de Dunett. *p<0.05 y
****n<0.0001. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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10. Expresién de Gasl en las células principales del tabulo colector

Para evaluar la expresion de Gasl que el tabulo colector, componente terminal
de la nefrona distal, se analizé la expresion de Gasl y CLDN8 por inmunofluorescencia
en la medula, zona renal donde abundan los tdbulos colectores. La
inmunofluorescencia se realizé en cortes de tejido renal de ratas sanas y ratas diabéticas
de 7, 14y 21 dias. Se encontro que claudina-8 y Gasl co-localizan. La expresion de Gasl
se detectd tanto en la membrana celular como en el citoplasma de los tubulos colectores

en las ratas control y diabéticas (Figura 36A).

También se observo un patréon de expresion heterogéneo de Gasl entre las
células, es decir, se encontro que unas células expresan Gasl y otras no (Figura 36B).
Estos resultados son interesantes, ya que el tubulo colector se caracteriza por poseer
dos tipos de células epiteliales: las células principales y las células intercaladas. Ambas
poblaciones celulares son morfoldgica y funcionalmente distintas. La funcién central
de las células principales es el transporte de sodio y de agua a través del canal de sodio
epitelial y del canal aquaporina-2 (AQP2). Por otro lado, las células intercaladas se
encargan de la regulacion de la homeostasis acido-base; una de sus proteinas
importantes es la bomba de protones vacuolar (V-ATPasa), que acidifica el medio
intracelular mediante la introduccion de protones (158,159) (Figura 37A). Para
determinar si Gasl se expresa de manera especifica en alguna de las poblaciones
celulares del tabulo colector, se realiz6 una inmunofluorescencia de Gasl y AQP2 en
tejido renal para explorar la expresion de Gasl en las células principales. Se encontrd
que Gasl y AQP2 co-localizan en las ratas control y en las ratas diabéticas de 7, 14y 21
dias (Figura 37B). Estos resultados sugieren que Gasl se expresa en las células
principales del tabulo colector. Para un andlisis mas preciso, se realiz6 una diseccion
manual de tubulos colectores de ratas sanas y ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias (Figura
38). Se analizo la expresion de Gasl y AQP2 por inmunofluorescencia en los tibulos
aislados y se encontrd que Gasl y AQP2 co-localizan en los tibulos de las ratas control
y en las ratas diabéticas. No se observd expresion de Gasl en otras zonas del tubulo

colector que no expresaran AQP2. Los resultados anteriormente descritos confirman la
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expresion de Gasl en el tabulo colector y revelan que las células principales expresan

especificamente a Gasl en las condiciones control y en diabetes.

/CLDNS/

Figura 36. Expresion de Gasl en el tabulo colector. Andlisis por inmunofluorescencia de Gasl y
CLDNS8 en la zona medular. (A) Se encontr6 que tanto en los grupos de ratas control como en los grupos
de ratas diabéticas de 7,14 y 21 dias, Gasl y CLDNS8 co-localizan. Se observd la expresion de Gasl en
la membrana celular y en el citoplasma. (B) También se encontrd una expresion heterogénea de Gasl
entre las células. Unas células expresan Gasl y otras no. En los acercamientos se aprecia a detalle que
hay células que expresan Gasl en la membrana y en el citoplasma y células vecinas no. En la
inmunofluorescencia Gasl (rojo), CLDN8 (verde), DAPI (azul). Circulos blancos punteados sefialan
células Gasl™. Las flechas blancas apuntan a células que no expresan Gasl. DBT, diabetes. Escala = 50
pm. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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Figura 37. Expresion de Gasl en las células principales del tdbulo colector. (A) Esquema
representativo del tibulo colector. El tibulo colector se caracteriza por poseer dos tipos celulares: células
principales (AQP2*) y células intercaladas (V-ATPasa*), las cuales son morfolégica y funcionalmente
distintas. Para identificar si alguno de estos dos tipos celulares del tdbulo colector, expresa
especificamente a Gasl, (B) se analizé por inmunofluorescencia la expresién de Gasl y AQP2 en el
tejido renal de ratas sanas y diabéticas de 7, 14 y 21 dias. Se encontré que Gasl y AQP2 co-localizan en
los grupos control y diabéticos, sugiriendo que las células principales expresan Gasl. En la
inmunofluorescencia Gasl (rojo), AQP2 (verde), DAPI (azul). Recuadros blancos indican
acercamientos de células Gas1*/AQP2* (zonas amarillas). DBT, diabetes. Escala = 50 um. Se muestra
un experimento representativo (n=3).
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Figura 38. Confirmacion de la expresion de Gasl en las células principales en tubulos colectores
aislados. Para confirmar la expresion de Gas1 en los tibulos colectores, se realizé una diseccion manual
de tGbulos colectores en rifiones maduros de ratas control y ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias. Se analiz6
por inmunofluorescencia la expresion de Gasl y AQP2 en los tubulos aislados. Se encontrd que Gasl y
AQP2 co-localizan en la condicion control y en la diabetes, confirmando la expresion de Gasl en el
tibulo colector, especificamente en las células principales. En la inmunofluorescencia Gasl (rojo),
AQP2 (verde), DAPI (azul). Las fechas blancas indican células Gas1*/AQP2* (zonas amarillas). DBT,
diabetes. Escala = 50 pm. Se muestra un experimento representativo (n=3).

Para corroborar los resultados previos sobre la expresion de Gasl en las células
principales, se decidié explorar si las células intercaladas expresan igualmente Gasl.
Se analiz6 por inmunofluorescencia la expresion de Gasl y de la bomba de protones
vacuolar (V-ATPasa), proteina de las ceélulas intercaladas (Figura 39). La
inmunofluorescencia se realizo6 en el tejido renal de ratas control y de ratas diabéticas
de 7, 14 y 21 dias. Tanto en la condicion control como en la condicion diabética de 7,
14 y 21 dias se encontr6 que Gasl y V-ATPasa no co-localizan, sugiriendo que las

celulas intercaladas no expresan a la proteina Gasl1.
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Figura 39. Andlisis de la expresion de Gasl en las células intercaladas del tabulo colector.
Inmunofluorescencia de Gasl y V-ATPasa en cortes de tejido renal de ratas controles y diabéticas de 7,
14 y 21 dias. V-ATPasa es un marcador especifico de las células intercaladas. Se encontr6 que Gasl y
V-ATPasa no co-localizan en las ratas controles y diabéticas. En la inmunofluorescencia Gasl (rojo), V-
ATPasa (verde), DAPI (azul). Los circulos blancos indican acercamientos que se observan a detalle en
el recuadro superior derecho. DBT, diabetes. Escala = 50 pum. Se muestra un experimento representativo
(n=3).

11. Expresién de Gasl en las células intercaladas y presencia de células
intermedias en el tubulo colector en la diabetes

Para confirmar los resultados previos, se realiz6 la inmunofluorescencia de
Gasl y V-ATPasa en tabulos colectores aislados (Figura 40) y se observo que en la
condicién control Gasl y V-ATPasa no co-localizan. De manera similar, en la
condicion diabética la mayor parte de las células no presenta co-localizacion de Gasl
y V-ATPasa. Sin embargo, se observd un fendmeno muy interesante, algunas células
muestran una co-localizacion tenue y parcial de Gasl y del marcador de célula

intercalada, V-ATPasa, denominandolas como células intermedias (Figura 41). Por lo
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anterior, se realizo la cuantificacion de células principales Gas1*, células intercaladas
V-ATPasa® y células intermedias Gasl*/V-ATPasa” (Figura 42A) en condiciones
normales y en diabetes. Los resultados de la cuantificacion muestran que en la
condicion diabética de 7, 14 y 21 dias hay una disminucion gradual y significativa del
ndmero de células intercaladas V-ATPasa® (Figura 42C), asi como el aumento de
células principales Gas1* con una pequefia oscilacién a la baja a los 14 dias de diabetes
(Figura 42B). También se observo que el nimero de células intermedias Gas1*/V-
ATPasa" (Figura 42D) aument6 en las ratas diabéticas (dia 7, 11.3 £ 1.52 células; dia
14, 7.6 £2.08 células; dia 21, 11.6 + 3.78 células) en comparacion con las ratas control
(0.66 + 0.57 células). Estos resultados son sumamente importantes, porque
recientemente se ha descrito el alto grado de plasticidad de las células principales
AQP2" del tubulo colector y su potencialidad para diferenciarse a células intercaladas
en modelos de dafio tubular por litio y deplecion de potasio. Los hallazgos
anteriormente descritos muestran que existe una peérdida significativa de células
intercaladas V-ATPasa® en la condicion diabética de 7, 14 y 21 dias; es posible que
ante esta condicion fisiologica, las células principales Gasl™ comiencen un proceso de
diferenciacién a célula intercalada para poder compensar la pérdida de células por la
hiperglucemia. Probablemente, las células que se observaron con marca de Gasl1*/V-
ATPAsa" (células intermedias) son células principales Gas1* en un paso intermedio en
su proceso de diferenciacion a células intercaladas V-ATPasa®, sugiriendo que las

ceélulas intercaladas no expresan Gasl.
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Figura 40. Las células intercaladas no expresan a Gasl. Se analizé por inmunofluorescencia la
expresion de Gasl y V-ATPasa en tubulos colectores aislados de ratas sanas y ratas diabéticas de 7, 14
y 21 dias. Se observd que en la condicion control y diabética, predominantemente las células intercaladas
V-ATPasa* no expresan Gasl. En los acercamientos se observa a detalle cdmo en la condicion control
y en la diabetes hay células V-ATPasa* y células Gasl* adyacentes. En la inmunofluorescencia Gasl
(rojo), V-ATPasa (verde), DAPI (azul). Los circulos blancos muestran acercamientos de células
intercaladas V-ATPasa* y células principales Gasl*. CTRL, control. DBT, diabetes. Escala = 20 um. Se

muestra un experimento representativo (n=3).
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Figura 41. Células intermedias Gasl*/V-ATPasa® en el tabulo colector en diabetes. Aunque la
mayoria de las células intercaladas V-ATPasa* no expresan Gasl, se encontraron algunas células
Gas1*/V-ATPasa® en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias. En los acercamientos se observa que en el
grupo control, las células intercaladas V-ATPasa* no expresan Gasl, pero en los grupos de ratas
diabéticas se observaron algunas células V-ATPasa*/Gasl*. En la inmunofluorescencia Gasl (rojo), V-
ATPasa (verde), DAPI (azul). Los circulos blancos muestran acercamientos de células intermedias V-
ATPasa*/Gasl* (amarillo). DBT, diabetes. Escala = 20um. Se muestra un experimento representativo
(n=3).
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Figura 42. Cuantificacion de células principales, células intercaladas y células intermedias del
tubulo colector en etapas tempranas de la diabetes. (A) Esquema representativo de la poblacién
celular en el tdbulo colector. En el analisis por inmunofluorescencia en tubulos colectores aislados, se
encontrd que en la condicion control hay células principales que expresan Gasl* (rojo) y células
intercaladas que expresan V-ATPasa® (verde). En la condicién diabética de 7, 14 y 21 dias, se siguen
observando células principales Gasl1*, células intercalas V-ATPasa®*, pero en una menor proporcion se
encontraron células que co-expresan a Gasl* y V-ATPasa® (amarillo), denomindndolas células
intermedias. (B) Cuantificacion de células principales Gasl*, (C) células intercaladas V-ATPasa* y (D)
células intermedias Gas1*/V-ATPasa* en tlbulos colectores aislados de ratas control y ratas diabéticas.
Se muestra la media * desviacién estandar (DS). Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) de una sola
via. Prueba pos hoc de Dunett. *p<0.05, **p<0.01, ***p< 0.001 y ****p<0.0001. Se muestra un
experimento representativo (n=3).
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12. Las células principales del tabulo colector expresan marcadores de célula
progenitora CD24 y CD133

Se ha descrito la presencia de células progenitoras mesénquimales (células-
MSC) en el tabulo colector in vitro y se ha propuesto que el origen de las células-MSC
son las células principales AQP2* (160). Hasta el momento se desconoce si las células
del tabulo colector, expresan marcadores de célula progenitora en rifion maduro in vivo.
Anteriormente, en las células parietales de la capsula de Bowman y en las células del
tubulo distal se ha observado una relacion entre la expresion de Gasl y la de marcadores
de las células progenitoras renales. Con el objetivo de investigar si las células
principales AQP2" (que también expresan Gas1) muestran algin componente de célula
progenitora, se analizd por inmunofluorescencia la expresion de AQP2 y CD24
(marcador de célula progenitora renal) en ratas control y en ratas diabéticas de 7, 14y
21 dias (Figura 43). Se encontré que las células principales del tubulo colector AQP2*
expresan CD24 tanto en condiciones normales como en la diabetes. En los
acercamientos se aprecia a detalle la co-localizacion de AQP2 y CD24 (zonas
amarillas). También se analiz6 la expresion de AQP2 y CD133 (Figura 44A). En la
inmunofluorescencia se observo la co-localizacién de ambas proteinas. De importancia
es que en los acercamientos se observa con mas precision como las células AQP2* co-
expresan CD133 y las células que no expresan AQP2 (células intercaladas) no tienen
ninguna expresion de CD133 (Figura 44B), demostrando que las Unicas células que
expresan CD133 son las células principales AQP2* y no las células intercaladas (AQP2"
). Estos hallazgos confirman que las células principales expresan marcadores de célula
progenitoras renales (CD24 y CD133). Tambien sugieren que las células principales
pueden tener un papel bifuncional en el tabulo colector: uno, como célula epitelial
encargada del balance hidrico y del transporte de sodio y otro, como célula progenitora

de células intercaladas.
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Figura 43. Las células principales expresan marcadores de célula progenitora. Analisis por
inmunofluorescencia de la expresion de AQP2 y CD24 (marcador de célula progenitora renal). AQP2 y
CD24 co-localizan en las ratas control y en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21dias. En los acercamientos
se observa a detalle la expresion de CD24 en las células principales AQP2* (zonas amarillas). En la
inmunofluorescencia CD24 (rojo), AQP2 (verde), DAPI (azul). Los circulos blancos indican
acercamientos. Linea blanca punteada delimitan a los tibulos colectores. DBT, diabetes. Escala = 50um.
Se muestra un experimento representativo (n=3).
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Figura 44. Las células principales AQP2* expresan CD133 en condiciones normales y durante las
etapas tempranas de la diabetes. (A) inmunofluorescencia de AQP2 y CD133 (marcador de células
principales). Se encontr6é que AQP2 y CD133 co-localizan en las ratas control y en las ratas diabéticas
de 7, 14 y 21 dias. (B) Se observa a detalle como las células principales AQP2* expresan especificamente
a CD133, mientras que las células adjuntas que no expresan AQP2 y que se intuye son células
intercaladas no expresan CD133 (flechas blancas). Estos resultados demuestran que las células
principales expresan marcadores de célula progenitora renal. En la inmunofluorescencia CD133 (rojo),
AQP2 (verde), DAPI (azul). Los circulos blancos indican acercamientos. Linea blanca punteada
delimitan a los tdbulos colectores. Asterisco sefiala la luz tubular. Flechas blancas indican células
intercaladas AQP2"y CD133". DBT, diabetes. Escala = 50um. Se muestra un experimento representativo
(n=3).
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13. Expresion de Gasl, AQP2, CD24 y V-ATPase en fracciones enriquecidas de
tubulos colectores de ratas control y diabéticas

Para realizar un estudio completo de la expresién de Gasl en los tubulos
colectores, se analizO mediante western blot a la proteina Gasl en fracciones
enriquecidas de tabulos colectores obtenidas de ratas adultas sanas y diabéticas de 7,
14 y 21 dias (Figura 45A). Tanto en la condicion normal como en la diabetes, se
encontr6 expresion de Gasl, confirmando los resultados previos obtenidos por
inmunofluorescencia (Figura 45B). También se evalu0 la expresion de AQP2 y CD24
por western blot (Figura 45 C-D). Se encontrd la expresion de ambas proteinas en las
fracciones de tabulos colectores de las ratas control. En contraste, en las fracciones
tubulares de las ratas diabéticas de 14 dias, se observé una tendencia a disminuir la
expresion de ambas proteinas acompafada de una sobreexpresién de AQP2 y CD24 en
las ratas diabéticas de 21 dias, respectivamente. Se encontrd un patrén de expresion
similar entre AQP2, CD24 y Gasl en el analisis por western blot, que puede estar
indicando que estas proteinas se encuentran localizadas en un mismo tipo celular. Esto
apoya los resultados anteriores por inmunofluorescencia, las células principales AQP2*
expresan especificamente a Gasl y a los marcadores de célula progenitoras CD24 y
CD133.

De igual manera, se evalu6 por western blot la expresién de V-ATPasa (Figura
45E). Se observd una disminucién significativa de V-ATPasa en las fracciones
tubulares de ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias en comparacion con las ratas control.
Previamente, se cuantificé a las células intercaladas V-ATPasa* en condiciones control
y en diabetes (Figura 42C). Se encontré que el nimero de células V-ATPasa*
disminuyd significativamente en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias en comparacion
con las ratas control (ratas control, 22 + 1 células; ratas diabéticas de 7 dias, 15.6 + 0.57
células; ratas diabeéticas de 14 dias, 11 £ 1 células; ratas diabéticas de 21 dias, 12.6 +
1.15 células). Estos resultados sugieren que existe una pérdida severa o dafio de células

intercaladas en las etapas tempranas de la diabetes.
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Figura 45. Expresion de Gasl en un enriquecido medular de tdbulos colectores. (A) Esquema
representativo de la obtencion del enriquecido de tubulos colectores. Los tubulos colectores abundan en
la zona medular del rifion, por lo que se disec6 la médula de rifiones maduros de ratas control y de ratas
diabéticas de 7, 14 y 21 dias. Para confirmar que la fraccidbn medular esta enriquecida con tabulos
colectores, se realizé un western blot para detectar claudina-4 (CLDN4) en las fracciones obtenidas de
ratas control y diabéticas. CLDN4 es una proteina de la unién estrecha abundante y especifica del tdbulo
colector. Se encontré en todas las fracciones medulares expresién de CLDN4, indicando que las
fracciones medulares estan enriquecidas con tdbulos colectores. En las fracciones enriquecidas con
tubulos colectores, se analizd por western blot la expresion de (B) Gasl, (C) AQP2, (D) CD24, (E) V-
ATPasa. El analisis densitométrico se muestra como la densidad relativa en unidades arbitrarias (UA)
con actina y GAPDH, como control de carga. Se muestra la media + desviacién estandar (DS). Se realiz
el andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via. Prueba pos hoc de Dunett. *p<0.05, **p< 0.01,
***n<0.001 y ****p<0.0001. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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14. El papel de Gasl en la diferenciacién de células principales a células
intercaladas: via de Notch

Previamente se describid la expresion de Gasl en las células principales del
tubulo colector, con un notable aumento en la condicion diabética (especificamente en
las ratas diabéticas de 7 y 21 dias). Considerando que estos hallazgos son recientes y
que actualmente se ha estudiado solo la expresion de Gasl en el rifidn embrionario, la

funcion de Gasl en este segmento de la nefrona es atn desconocido.

Estudios previos demostraron que la inhibicién de la via de Notch en las células
principales del tubulo colector promueve su diferenciacion a células intercaladas (144).
Es posible que Gasl tenga un papel importante directo o indirecto sobre la via de Notch

en las células principales y en el proceso de diferenciacion celular.

Con el objetivo de investigar si Gasl tiene alguna relacion con la via de Notch,
se examind por diferentes bases de datos de interaccion proteina-proteina (como
STRING y BioGRID) las interacciones directas (fisicas) e indirectas (funcionales) de
Gasl con otras proteinas a partir de la prediccion de modelos computacionales,
investigaciones publicadas y asociacion con otras bases de datos. En STRING y
BioGRID se encontr6 que Gasl tiene una fuerte interaccion con la proteina homologa
delta 1, DLK1 (Figura 46 A-B). DLK1, también conocida como el factor de
preadipocitos 1, es un ligando de la via no canénica de Notchl. DLK1 es una proteina
de membrana celular de la familia del factor de crecimiento epidermal (por sus siglas
en inglés, EGF), posee una region TACE, un dominio transmembranal y una pequefia
region intracelular. Debido a su region TACE, DLK1 se encuentra también en forma
soluble (161-163). Se ha descrito principalmente que el ligando DLK1 inhibe a la via
de Notch in vitro (164-166). Algo interesante es que el ligando DLK1 se expresa
abundantemente durante la embriogénesis, pero en tejidos maduros, su expresion se
limita a tejidos endocrinos como las glandulas pituitarias y adrenales, el pancreas y los
ovarios. (163). Sin embargo, se ha observado la reexpresion de DLK1 en diferentes
tejidos como en dafio renal (tumor de Wilms), en carcinoma de mama, colon y prostata

(167-169). También se encontrd que DLK1 es importante para la diferenciacion de las
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células alveolares mediante la regulacion negativa de la via de Notch en dafio pulmonar
(170).

Con base en los resultados anteriores, se determind analizar si la secuencia
proteica de Gasl presenta homologia o identidad similar con el receptor de Notchl,
que pudiera sugerir a Gasl como receptor o una proteina de interaccion del ligando
DLK1 y su potencial intervencion en la via de Notch. Se realizd un alineamiento de las
secuencias proteicas de Gasl y el receptor de Notch por el programa Blast (basic local
alignment search tool) (Figura 46C). Los resultado mostraron que se obtuvo un
alineamiento de las secuencias de un 60%, obteniendo un valor de e de 0.092 (optimo
<1) que indica la puntuacion maxima de alineaciones esperadas al azar; y un porcentaje
de identidad del 33.33%. Estos resultados muestran que la proteina Gasl posee una
similaridad en su secuencia con respecto al receptor Notchl. Esto confirma que Gasl

podria tener una interaccién con el ligando DLK1.

Para esclarecer los resultados de la interaccion Gasl-DLK1, se realizd un
docking proteina-ligando mediante el programa bioinformatico de modelos
computacionales proteina-proteina, HADDOCK (171-174) (Figura 47). El programa
HADDOCK arrojo diez modelos de interaccion de Gasl con DLK1 con un docking
score -235.89 +8.7 y una desviacion cuadratica media de las posiciones atémicas
(RMSD) de 57 + 7.7 A. Estos resultados indican que los modelos de interaccion de
Gasl-DLK1 representan un sistema energético estable (al poseer baja energia) y una
distancia o sobreposicion de los atomos de las estructuras proteicas admisible. Esto

sugiere que la interaccion de Gasl y DLK1 es posible.
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Figura 46. Interaccion de Gasl y la via de Notch. Anélisis de interaccidn proteina-proteinas por las
bases de datos (A) BioGRID y (B) STRING, ambos programas indicaron que Gasl tiene una interaccion
directa o fisica con el ligando de la via de Notch, DLK1 (sefialado en ambos esquemas con un circulo
azul). (C) Alineamiento de secuencias proteicas de Gasl y el receptor Notchl con el programa Blast
(Basic Local Alignment Search Tool). Para el alineamiento se utilizaron las secuencias proteicas de la
base de datos UniProt con ID P46531 (NOCHT1) y P54826 (Gasl). El alineamiento mostré el puntaje
maximo de alineacion (Max score=22.7), la suma de las puntuaciones de alineacién de toda la secuencia
(Total score = 168), el porcentaje total de la secuencias alineadas (Query cover=60%), el nimero de
alineaciones esperadas (e-value=0.092%) y el grado en que las secuencias alineadas presentan los mismo
residuos en las mismas posiciones (Per. Ident = 33.33%). En los recuadros inferiores se muestran la
alienacion de las secuencias. Los circulos verdes, azules y rosas indican uno, dos o tres aminoacidos
iguales en la misma posicién entre ambas secuencias.
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DLK1

Figura 47. Modelos computacionales de interaccion de Gasl y DLK1. (A) Previamente se describi
la homologia entre el dominio 3 del receptor de la familia GDNF alfa-1 (GFRal) y el dominio 2
(carboxilo terminal) de Gasl, ambos dominios ricos en cisteinas (175). (B) Para el docking entre Gasl
y DLK1 fue necesario obtener en Protein Data Bank (PDB) el cdigo de la estructura cristalina de Gasl
y DLKZ1. Debido a que no existe el registro de la estructura cristalina de Gasl, se utilizé como templado
el dominio 3 del GFRal. Estructuras cristalinas utilizadas para el modelo de interaccion proteico y
registradas en el PDB, con cddigo 1Q8D (dominio 3 del GFRal) y 4XBM (DLK1). (C) Modelos de
interaccién (docking) de las proteinas GAS1 y DLK1 en el programa libre HADDOK.
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Hasta el momento, se conoce que las células principales AQP2* expresan a
Gasl y al receptor Notchl; y que las células intercaladas V-ATPasa® producen al
ligando DLL1 de la via candnica de Notch. En condiciones normales, el ligando DLL1
se une con el receptor Notchl en las células principales y activa la via de sefializacion
intracelular, induciendo la expresion del factor de transcripcién HES1 y favoreciendo
el mantenimiento del fenotipo de las células principales. Se encontré que durante los
primeros 21 dias de diabetes, hay una sobreexpresion de Gasl en las células principales
y una disminucion significativa de células intercaladas V-ATPasa®. Los resultados
previos también mostraron que Gasl puede tener una interaccion directa con el ligando
de la via no candnica de Notch, DLK1, el cual inhibe a la via de Notch directamente.
La inhibicion o bloqueo de la via de Notch, es esencial para la diferenciacion de las
células principales a células intercaladas en el tubulo colector. Todos estos resultados
sugieren que Gasl podria participar directamente en la via de Notch y modular
positivamente la diferenciacion de células principales a células intercaladas en dafio

renal inducido por la diabetes.

15. Expresion de la proteina PAX2 el tubulo colector durante las etapas
primarias de la diabetes

Hasta el momento no se ha estudiado ampliamente los mecanismos de
proteccion, reparacion y regeneracion en el tubulo colector en dafio renal por diabetes.
Se ha descrito que la expresion del factor de trascripcion PAX2 aumenta en las células
del tubulo colector en dafio inducido por hiperosmolaridad in vitro y protege a las
células de la apoptosis. Con la finalidad de conocer si existe una sobreexpresion de
PAX2 en el tdbulo colector en las primeras etapas de la diabetes, se analiz6 por western
blot la expresion de PAX2 en una fraccion medular enriquecida de tabulos colectores
de ratas control y ratas diabéticas de 7, 14 y 21 dias (Figura 48A). Se encontrd que la
expresion de PAX2 aumento significativamente en los grupos de ratas diabéticas en
comparacién con las ratas control. Posteriormente, para explorar si la expresion de
PAX2 es selectiva o especifica en las células principales o células intercaladas, se
analizé la expresion de PAX2, AQP2 (marcador de células principales) y V-ATPasa

(marcador de células intercaladas) por inmunofluorescencia en tubulos colectores
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aislados (Figura 48B y 49). Se observd que la expresion de PAX2 aumenta
considerablemente en los grupos de ratas diabéticas. La expresion de PAX2 no es
especifica de algun tipo célular, es decir, tanto las células principales como las
intercaladas expresan a PAX2 en condiciones normales y en diabetes. Estos resultados
sugieren gue en las primeras etapas de la diabetes existe una sobreexpresion de PAX2,
que pudiera estar asociada con algin mecanismo de proteccion frente al dafio renal

inducido por la diabetes. Son necesarios estudios méas detallados.

.
. —
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Figura 48. Sobre expresion de PAX2 en las células principales del tubulo colector en las etapas
tempranas de la diabetes. (A) Western blot de PAX2 en enriquecido de tubulos colectores. (B)
Inmunofluorescencia de AQP2 y PAX2 en tabulos colectores aislados manualmente. En las ratas control
hay células principales que expresa PAX2 en el ndcleo. En contraste, en las primeras etapas de la
diabetes, la expresion de PAX2 aumenta significativamente. Se observa también la expresion perinuclear
y citoplasmatica. En la inmunofluorescencia PAX2 (rojo), AQP2 (verde), DAPI (azul). Los circulos
blancos indican acercamientos. Linea blanca punteada delimitan a los tdbulos colectores. DBT, diabetes.
Escala = 20um. Se muestra un experimento representativo (n=3).

90



Cinvestav Departamento de Farmacologia

JV-ATPasa/ £ & /V-ATPasa

Figura 49. Sobre expresion de PAX2 en las células intercaladas del tubulo colector en las etapas
tempranas de la diabetes. Inmunofluorescencia de V-ATPasa y PAX2 en tdbulos colectores aislados
manualmente. En las ratas control hay células principales que expresan PAX2 en el nicleo. En contraste
en las primeras etapas de la diabetes, la expresion de PAX2 aumenta significativamente. Se observa
también la expresion perinuclear y citoplasmética. En la inmunofluorescencia PAX2 (rojo), AQP2
(verde), DAPI (azul). Los circulos blancos indican acercamientos. Linea blanca punteada delimitan a los
tubulos colectores. DBT, diabetes. Escala = 20um. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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VIII. Discusion

En este estudio se explord la expresion de la proteina Gasl en las células de la
capsula de Bowman. Los hallazgos principales son: 1) Las células parietales de la
capsula de Bowman expresan a Gasl; 2) La diabetes induce la disminucién de la
expresion de Gasl y el aumento de marcadores de células progenitoras, NCAM, CD24,
SIX2 en la capsula de Bowman; 3) Las células de la nefrona distal expresan a Gasl en
condiciones normales y en etapas tempranas de la diabetes. Este es el primer trabajo en
el que se analiza la expresion de Gasl en las células parietales del glomérulo, en el
tubulo distal y en el tubulo colector de la nefrona distal en un modelo de diabetes

experimental en rata.

La diabetes es una enfermedad metabdlica y cronica, fuertemente asociada a
complicaciones renales severas, y que a largo plazo induce la insuficiencia renal. En
este estudio se analiz6 la depuracidn de creatinina y la proteinuria como indicadores de
alteraciones funcionales inducidas por la diabetes experimental. Se encontré un
aumento gradual de los niveles de proteinuria y depuracién de creatinina en las ratas
diabéticas, desde el dia 7 y hasta el dia 21, respectivamente. Se observaron las
alteraciones funcionales mas elevadas en las ratas diabéticas de 21 dias en ambos
parametros. Estos resultados se relacionan con estudios previos en donde se describe
que la nefropatia diabética se caracteriza por el aumento de la excrecién urinaria de
proteinas y el desarrollo de hiperfiltracion, ambos factores importantes en las primeras
etapas de dafo renal (176,177); demostrando que el modelo experimental de diabetes

por administracion de STZ utilizado induce un dafio renal (178,179).

Hasta ahora se ha descrito la expresion de Gasl en el rifion a nivel glomerular,
especificamente en las células mesangiales en un modelo murino de glomerulonefritis
mesangial proliferativa y en cultivos de células mesangiales humanas. EIl objetivo
primordial de este estudio fue analizar si las células parietales de la capsula de Bowman
expresan a Gasl. Los resultados muestran que las células parietales de la capsula de
Bowman expresan a Gasl en condiciones normales, pero en las etapas tempranas de la

diabetes la expresion de Gasl disminuye gradualmente en la capsula de Bowman. La
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disminucion de Gasl puede estar fuertemente asociada a la expresion del microRNA-
34a (miR-34a) y al Factor de Crecimiento derivado de Plaquetas (por sus siglas en
inglés, PDGF). Se ha demostrado que en condiciones de hiperglucemia, las células
mesangiales sobreexpresan al miR-34a, el cual interacciona directamente con la region
3’-UTR del ARN mensajero de Gasl, alterando su expresion postranscripcional y
suprimiendo la traduccion genética de Gasl (131). Por otro lado, también se ha
demostrado que el PDGF inhibe la expresion de Gasl en las células mesangiales (130).
Se ha encontrado que hay una sobreexpresion de PDGF en las células glomerulares en
el dafio renal inducido por diabetes (180-182). También se conoce que las células
parietales de la capsula de Bowman expresan al receptor beta del PDGF (PDGFR-j3)
en el dafio renal (183,184). Posiblemente, en las etapas tempranas de la diabetes, hay
un aumento de la expresion de PDGF y su union con el receptor PDGFR-B en las

células parietales, que favorezcan la disminucién de Gasl en la capsula de Bowman.

Estudios recientes encontraron una subpoblacion de células progenitoras
parietales NCAM™ en la capsula de Bowman, con un alto potencial de diferenciacién a
podocitos. En este estudid se observé que durante las primeras etapas de la diabetes, la
expresion de NCAM aumentd gradualmente en las células de la capsula de Bowman.
Estos resultados sugieren que en la capsula de Bowman existen células progenitoras
renales. También se analizd la expresién de otros marcadores de células progenitoras
como S1X1/2 y CD24 (185), que al igual que NCAM, mostraron una expresion elevada
durante las primeras etapas de la diabetes. Estos resultados se relacionan con estudios
previos donde se describe que NCAM se expresa en las células progenitoras renales y
que modula positivamente la expresién de otros marcadores mesenquimales como
SALL1 y SIX1/2 (152,186,187). También hay indicios de que SIX1/2 modula la
expresion de CD24 (188). Por lo que al existir un aumento en la expresion de NCAM
en las células parietales, es de esperarse que también se observe un aumento de SIX1/2
y de CD24 como sistema de retroalimentacion positivo para el mantenimiento de las

células progenitoras.
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También se observé que las células NCAM™ de la capsula de Bowman expresan
a Gasl en las ratas control. No obstante, en las ratas diabéticas la expresion de Gasl
disminuye en la cdpsula de Bowman y NCAM aumenta considerablemente en esta
estructura. Previamente, se describié que la expresion de Gasl promueve un estado
quiescente en las células NIH/3T3, al inhibirse la transicién del ciclo celular (189). En
este trabajo, también se encontro una correlacion negativa entre la expresion de Gasl
y Ki67 (marcador de proliferacion celular) en la células progenitoras NCAM®,
sugiriendo que Gasl modula negativamente la proliferacion. Es posible que la
expresion de Gasl en las células progenitoras de la capsula de Bowman favorezca un
estado quiescente o inactivo, y la disminucion de Gasl en la diabetes, induzca que las
células progenitoras se activen estimulando su capacidad de auto-renovaciéon y
diferenciacion y con ellos el aumento de marcadores especificos como NCAM, CD24,
SIX1/2 y de marcadores de proliferacion como Ki67 y PCNA, por lo que se propone
que Gasl tiene un papel importante en la activacion y/o proliferacion de las células

progenitoras en la capsula de Bowman en etapas tempranas de la diabetes (Figura 50).
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Figura 50. Posible papel de las células progenitoras parietales de la capsula de Bowman y la
proteina Gasl en la diabetes. 1 En condiciones normales, el glomérulo posee podocitos en la zona
visceral, que son de suma importancia en el proceso de filtracion renal. 2 En la zona parietal o capsula
de Bowman, se localizan las célula parietales (CLDN2+) y las células progenitoras parietales (NCAM+),
que expresan Gasl. 3 Las células progenitoras parietales (NCAM+/Gasl+), pueden estar en un estado
inactivo o quiescente. 4. En la diabetes o en las condiciones de hiperglucemia, existe una pérdida
importante de podocitos (podocitopenia). 5 Ante esta perdida, es posible que las células progenitoras
parietales se activen, tomando como sefial de instruccion la disminucion de la expresion de Gasl. 6 Una
vez que las células progenitoras parietales de la capsula de Bowman, se activan, inician un proceso de
reprogramacion embrionaria (adquiriendo marcadores mesénquimales como PAX2), para después
iniciar su proceso de diferenciacion celular (células azules). 7 Una vez que las células progenitoras
parietales han adquirido los marcadores especificos de podocito (WT1), se denominan como podocitos
parietales. 8 Posteriormente, los podocitos parietales inician su migracion desde la zona parietal a la
zona visceral para compensar a los podocitos que se han perdido. Sugiriendo que las células progenitoras
parietales de la capsula de Bowman son células precursoras de podocitos y que la expresion Gasl, puede
favorecer el switch quiescente-activo de las células progenitoras, proponiendo un mecanismo de
regeneracién de podocitos en las etapas tempranas de la nefropatia diabética. Células mesangiales (CM),
células parietales (CEP) y células progenitoras parietales (CPP).
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Durante la nefropatia diabética existe una pérdida importante de podocitos, que
es un punto clave en la evolucién del dafio renal (90). En condiciones normales, los
podocitos tienen una capacidad muy limitada para dividirse in situ (86). Una
interrogante que ha surgido es ¢Como se pueden renovar los podocitos si muestran una
nula proliferacion celular? Hasta el momento se ha considerado como un mecanismo
potencial de regeneracion de podocitos, la migracion de células progenitoras de la
médula Gsea a través del torrente sanguineo al rifion (190). En este estudio
identificamos una poblacién de células progenitoras parietales NCAM*/Gasl* en la
capsula de Bowman en condiciones normales y un aumento de células NCAM™ en dafio
renal inducido por diabetes, aunque con una considerable disminucion de Gasl. Para
explorar si estas células progenitoras NCAM™ pueden diferenciase a podocitos, se
analizé la expresion del marcador especifico de podocitos WT1 en la capsula de
Bowman. Se encontr6 que en las ratas control existen escasas células NCAM*/WT1,
pero en las ratas diabéticas donde se observo una disminucion gradual de Gasl, el
ndmero de células NCAM*/WT1* aument6 significativamente. Esto sugiere que la
diabetes favorece la disminucion de la expresion de Gasl, promoviendo asi la
diferenciacion de las células progenitoras a podocitos en la capsula de Bowman. Todos
estos resultados se relacionan con estudios previos, donde se muestra que las células
parietales expresan marcadores de podocito (sinaptopodina, podocalixina,
podocina,WT1) en dafio renal (191,192). Un estudio reciente muestra que en biopsias
de tejido renal humano, existe una disminucién progresiva de podocitos en las primeras
etapas de diabetes, acompariado de un aumento de marcadores de podocitos en las
células de la capsula de Bowman. Sugiriendo que las células parietales de la capsula

de Bowman podrian, hasta cierto punto, regenerar a los podocitos (193).

La nefrina y la dendrina son proteinas especificas de los podocitos, son parte
del diafragma en hendidura, que es una estructura crucial en el proceso de filtracién
renal (194). Con el fin de explorar la condicion de los podocitos en las primeras etapas
de dafio renal inducido por diabetes, se analizd la expresion de la dendrina y la nefrina
por inmunofluorescencia y western blot. Se encontrdé que la expresion de ambas

proteinas disminuy6 durante los primeros 7 y 14 dias de diabetes, mientras que a los
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21 dias la expresion de nefrina y dendrina se restablecid. Estos resultados concuerdan
con la estimacion de la densidad de podocitos, donde se encontré una disminucion
significativa de podocitos en la condicion diabética de 7 dias. Sin embargo, a los 14
dias de diabetes, sé observd un aumento de la densidad de podocitos en comparacion
con el dia 7, pero a los 21 dias de diabetes la densidad de podocitos se restauro
completamente. Estos resultados siguieren que durante los primeros 7 dias de diabetes
existe una pérdida de podocitos inducida por la hiperglucemia, es posible que en el dia
14 y 21 de diabetes, las células progenitoras que se han diferenciado a podocitos,
migren de la capsula de Bowman a la parte visceral del glomérulo, para compensar la
pérdida de podocitos y por esto se observe la recuperacion de la expresion de nefrinay
dendrina, asi como de la densidad de podocitos. Todo esto como un mecanismo de

regeneracion de podocitos inducido en las primeras etapas de la diabetes.

Por otro lado, aunque los resultados de la estimacion de podocitos y el analisis
de la expresion de nefrina y dendrina, sugieren que en la condicién diabética de 21 dias
existe una recuperacion de podocitos, esto no se ve reflejado en las pruebas de funcion
renal (depuracion de creatinina y proteinuria). Es importante mencionar que aunque el
diafragma en hendidura que forman los podocitos es fundamental en la filtracion renal,
no es la Unica estructura implicada en este proceso. En la filtracion renal también
intervienen las células endoteliales de los capilares intraglomerulares y la matriz
extracelular de las células mesangiales. Estudios previos revelan que en condiciones de
hiperglucemia, las células endoteliales presentan una alta actividad de la sintasa de
oxido nitrico (NOS) y como resultado un aumento de especies reactivas de oxigeno
que activan cascadas de respuestas inflamatorias y profibréticas que dafian la
morfologia y funcion endotelial (137,140,195,196). También durante las etapas
tempranas de la diabetes existe un aumento en la expansién de la matriz extracelular
mesangial (colageno tipo I, IV y fibrinectina) por aumento de la via JAK/STAT que a
su vez induce estrés oxidante, fibrosis y apoptosis (197,198). Con todos estos
antecedentes, es posible que en las etapas tempranas de la diabetes exista un dafio
endotelial y mesangial que impidan el restablecimiento de la funcion renal total o

parcial, aun existiendo un mecanismo de regeneracion de podocitos activo.
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En este trabajo también se analizo la expresidn de Gasl en los podocitos, en el
tubulo proximal y en la nefrona distal. Se encontrd que las células del tabulo proximal
no expresan Gasl ni en condiciones normales ni en la diabetes. Estos hallazgos son
interesantes porque se ha descubierto que Gasl es una proteina que arresta la
proliferacion celular. Las células del tubulo proximal tienen una alta tasa de
proliferacion en condiciones basales (199) y que aumenta en el dafio renal por diabetes
experimental e isquemia (200,201), es posible que la expresion de Gasl no sea
imprescindible en el tubulo proximal, si se considera a Gas1 como inhibidor endégeno
de la proliferacion. Por otra parte, es importante mencionar que las células del tabulo
proximal poseen una subpoblacion de células dispersas que expresan CD24,
encargadas de la repoblacion celular después del dafio renal (p. ej. necrosis tubular
aguda y obstruccion ureteral unilateral) y aunque poseen marcadores de células
progenitoras, se consideran células tubulares transitoriamente desdiferenciadas
involucradas en la regeneracion (202). Previamente en este trabajo, se encontro co-
expresion de Gasl y de marcadores de células progenitora (NCAM y CD24) en las
células parietales de la capsula de Bowman, en las células del tabulo distal y en las
células principales del tdbulo colector. Esto podria significar que quizas las células
transitorias del tdbulo proximal pueden expresar a Gasl en otros modelos de dafio renal
que comprometan fuertemente la fisiologia del tdbulo proximal o en etapas mas

avanzadas de la diabetes.

Van Roeyen et al. (2013) describieron la expresion de Gasl en cultivos
celulares de podocitos inmortalizados. Para confirmar estos hallazgos, se analizo
mediante microscopia confocal, la expresion de Gasl y de nefrina en el tejido renal de
ratas sanas y ratas diabéticas. No se observo co-localizacion de Gasl y nefrina en las
ratas sanas y diabéticas, sugiriendo que los podocitos no expresan Gasl (126). La
nefrina es una proteina especifica del diafragma de hendidura de los podocitos (203),
por lo que al no co-localizar con Gasl, podria indicar que los pedicelos (cuerpos
secundarios) de los podocitos que forman el diafragma en hendidura no expresan a

Gasl y que posiblemente, la expresion de Gasl esté localizada en el cuerpo principal
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de los podocitos, concordando con el resultado de Van Roeyen. Sin embargo, existe
una gran controversia sobre los estudios en cultivos de podocitos, ya que se ha descrito
que no mantienen su morfologia caracteristica, hay una falta de expresién de
marcadores especificos y una alta similaridad a las células precursoras de podocitos,
definiendo a los podocitos en cultivo como podocitos inmaduros (desdiferenciados)
(204). Por lo que los hallazgos previos, pueden ser contradictorios con los descritos en

este trabajo por la naturaleza de los estudios realizados.

Posteriormente, se decidi6 analizar la expresion de Gasl en la nefrona distal,
principalmente en las células del tabulo distal y en el tdbulo colector. Se encontré que
las células principales del tubulo colector expresan Gasl en condiciones normales y en
la diabetes. En estas células, la expresion de Gasl no solo se encontrd en la membrana
celular, sino también en el citoplasma en las ratas sanas y diabéticas. Estos resultados
son interesantes ya que Gasl es una proteina de membrana extracelular con un ancla-
GPI (116,205). La expresion citoplasméatica de Gasl podria estar asociada a las
modificaciones co-traduccionales que sufre Gasl antes de alcanzar su forma madura
en el citoplasma (118) o con la forma soluble que se ha descrito previamente
(130,206,207).

Hasta ahora, la expresion de Gasl se ha descrito en el glomérulo,
especificamente en las células mesangiales y en las células parietales de la capsula de
Bowman. La expresion de Gasl en el tdbulo colector es un resultado interesante, ya
que los tabulos colectores y las células glomerulares poseen linajes celulares diferentes,
es decir, provienen de distintos precursores embrionarios. Las células glomerulares
derivan de las células progenitoras de la mesénquima metanéfrica y los tabulos
colectores de la yema ureteral (5,208,209). Se ha descrito que Gasl se expresa durante
la nefrogénesis en la meséngquima metanéfrica pero no en la yema ureteral (129).
Considerando esto, se tenia la hipotesis de que solo las células glomerulares
expresarian Gasl. Desde otra perspectiva, las células principales maduras aparecen en
los tlbulos colectores en dias postnatales y posiblemente también la expresion de Gas1.

Un estudio reciente demostrd que el factor de transcripcion EIf5 es un marcador
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temprano de células principales que contribuye a la expresion de los genes especificos
del linaje celular, por lo tanto, es posible que este factor de transcripcion tenga un papel
importante en la expresion especifica de Gasl en las células principales en los tabulos

colectores maduros (210,211).

Actualmente, se desconoce la funcion de Gasl en el tibulo colector. Estudios
previos en rifion asocian la expresion de Gasl con la inhibicién enddgena de la
proliferacion en células glomerulares (130). Los resultados indican que las células
principales expresan tanto Gasl como marcadores de células progenitoras (CD24
*/CD133"). Es probable que Gasl tenga un papel en la diferenciacion y el
mantenimiento de las células principales progenitoras del tubulo colector como se
describio anteriormente en las primeras etapas de la nefrogénesis, o en las células
parietales progenitoras de la capsula de Bowman y como se ha propuesto durante el
desarrollo de la corteza y el giro dentado del cerebro. (143,146). También se describid
el papel de Gasl en la viabilidad celular, a través de la regulacion positiva de la proteina
cinasa 1B de doble especificidad regulada por la fosofrilacion de tirosina (por sus siglas
en ingles Dyrk1B) en fibroblastos de embriones de ratdon (212). Hallazgos recientes
han encontrado expresién de fosfopeptidos de Dyrk1B en fracciones nucleares,
demostrando la expresion de Dyrk1B en el tubulo colector, pero su funcion sigue
siendo desconocida (213). Estos hallazgos podrian sugerir que la expresion de Gasl en
las celulas principales podria estar asociada con un mecanismo de proteccion en la

diabetes

Recientemente, se encontrd6 una subpoblacion de células progenitoras
mesenquimales (Hoxb7*/CD24") en el tibulo colector de ratdn adulto, que muestran
un fenotipo de células principales AQP2* (160). También se sabe que las células
principales se diferencian a células intercaladas cuando se elimina a la metiltrasferasa
DOTL1L o después de la deplecion de K™, lo que sugiere un papel potencial de las células
principales como células progenitoras (160,214,215). En este trabajo se describi6 que
las células principales AQP2* aparte de expresar especificamente a Gasl, también

expresan marcadores de células progenitoras como CD247/CD133" in vivo en
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condiciones normales y en diabetes. Interesantemente, se observé una poblacion de
células intermedias en la condicion diabética, estas células expresan a Gasl y al
marcador de células intercalares V-ATPasa. Esto sugiere que en las primeras etapas de
la diabetes, donde existe una deplecion de células intercaladas, las células intermedias
que se observan quizas sean un paso intermedio en el proceso de diferenciacion de las
células principales a células intercaladas, como un mecanismo de regeneracion (Figura
51).

Estudios previos apoyan la hipétesis de que las células principales e intercaladas
se diferencian de un precursor epitelial comun que posee una alta tasa de potencialidad
celular y que expresa marcadores de célula principal y células intercalares (Foxil
IAQP2*/CAIIY) (215). Probablemente, las células principales AQP2" tengan un papel
bifuncional en el tubulo colector: uno como células epiteliales encargadas del balance
hidrico y del transporte de Na® y otra como células progenitoras de las células
intercaladas con un grado de potencialidad intermedio que las puede definir como
células precursoras unidireccionales. Por otro lado, es posible que la diabetes pueda
inducir la pérdida o dafio de células intercaladas a través del proceso de transicion
epitelio-mesenquima (TEM) (216-218) vy las células intermedias (Gas1*/V-ATPasa®)

que se observaron sean el resultado de un paso intermedio en la TEM.
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Figura 51. Posible mecanismo de regeneracion de células intercalares V-ATPasa* en el tdbulo
colector. Esquema representativo. Recientemente se ha descrito el alto grado de plasticidad y
potencialidad de las células principales AQP2* del tdbulo colector para diferenciarse a células
intercaladas en diversos modelos de dafio renal. 1. En las primeras etapas de la diabetes, se observo una
disminucién de células VV-ATPasa*, sugiriendo que existe una pérdida de células intercaladas en el tibulo
colector. 2. Es posible que frente a esta pérdida, las células principales AQP2* que también expresan
especificamente a Gasl, comiencen un proceso de diferenciacion a células intercaladas. 3.
Probablemente las células con expresion de marcadores de célula Gasl*/V-ATPasa*, son células
principales Gasl* en un paso intermedio en su proceso de diferenciacion a células intercaladas V-
ATPasa*.

Recientemente, se encontrd que la activacion de la via de Notch es necesaria
para el mantenimiento del fenotipo de células principales AQP2* en los tubulos
colectores en rifiones maduros. Se encontré que el receptor Notchl se expresa
especificamente en las células principales y que las células intercaladas producen al
ligando especifico tipo-Delta 1 (DLL1). Al producirse la interaccion ligando-receptor
se libera el dominio intracelular del receptor Notchl (NICD), que se trasloca al nucleo
donde forma un complejo de trascripcién al unirse con otras proteinas como MAML,
CBF1/RBP y SKIP. Esto favorece la expresion del factor HES1, el cual inhibe la
expresion del factor transcripcional Foxill y la activacién de ELF5 en el nucleo,
induciendo que las células adquieran el fenotipo de célula principal mediante la
expresion de marcadores especificos como AQP2, AQP4, Myh10. Al bloquear la via
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de Notch por inactivacién de su blanco genético HES1 en las células principales, se
activa el factor de transcripcion Foxill favoreciendo que las celulas principales
adquieran marcadores especificos de células intercaladas como V-ATPasa y ACII
(anhidrasa carbdnica 1), y pierdan su fenotipo de célula principal. Estos resultados
demuestran que la inactivacién o bloqueo de la via de Notch induce la diferenciacion

de células principales a células intercaladas en rifiones maduros (148).

En este trabajo se encontré que Gasl puede tener un interaccion directa con el
ligando de la via no candnica de Notch, DLK1. Con todos estos resultados y
antecedentes, se propone que ante la pérdida potencial de células intercaladas en la
diabetes, se desarrolle un mecanismo de regeneracion/reparacion, donde las células
intercaladas puedan expresar al ligando DLK1 en su forma soluble para que se una al
receptor Notch1 en las células principales e inhibir asi a la via de Notch en estas células,
favoreciendo su diferenciacion a células intercaladas. Algo interesante es que el ligando
de la via canonica DLL1 se une y activa al receptor Notchl a través de su dominio
extracelular DSL; debido a que el ligando de la via no canonica DLK1 carece de
dominios DSL, es posible que la interaccion DLK1-Gasl sea necesaria para poder
favorecer la union del ligando DLKZ1 con el receptor Notchl a través de sus dominios
EGF. Por tanto, se propone a Gasl como una proteina presentadora de ligando DLK1
0 un correceptor de Notch1, teniendo un papel importante en la inactivacién de la via
de Notch y la diferenciacion celular. Gasl podria ser un nuevo componente de

modulacion negativa de la cascada de sefializacion de Notch (Figura 52).
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Figura 52. Participacion de Gasl en la via de Notch y la diferenciacion de células principales a
células intercaladas. En condiciones normales, las células principales AQP2* expresan a Gasl y al
receptor Notchl y las células intercaladas expresan al ligando DLL1. El ligando DLK1 se une al receptor
Notchl y activa su via intracelular, que consiste en el liberacion del dominio intracelular del receptor
Notchl (NICD) por un complejo de a-secretasas. EI NICD ya en el citoplasma, se trasloca al nicleo
celular. En el nicleo celular, el NICD se une a las proteinas mastermid-1 (MAML), CBF1/RBP-J (CSL)
y SKIP, formando un complejo de transcripcion y activando la expresion del factor HES1 que reprime
la expresion de FOXIL1 y favorece la expresién de EIf5 y consecuentemente la expresion de marcadores
especificos de la célula principal como AQP2, manteniendo asi el fenotipo de célula principal. En la
condicion diabética, se encontré un aumento significativo de Gasl en las células principales y se observd
una pérdida y/o dafio de células intercaladas V-ATPasa *. Se propone que, como mecanismo de
regeneracién/reparacion, potencialmente las células intercaladas expresen al ligando DLK1 en su forma
soluble, para que pueda interaccionar con el receptor Notchl en las células principales. Es posible que
para que exista la union del DLK1 con el receptor Notchl sea necesaria la interaccion de DLK1-Gasl,
proponiendo a Gas1 como una proteina presentadoras de ligando o un posible correceptor de Notchl. Al
unirse el ligando DLK1 con Notchl se inactiva la cascada de sefializacion intracelular, bloqueando la
expresion del factor de transcripcion HES1 e induciendo que las células principales inicien su proceso
de diferenciacion a células intercaladas.
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Finalmente también se describid la expresion de Gasl en las células del tubulo
distal. Especificamente, los tubulos distales derivan de las células progenitoras SIX2*
en el mesénquima metanéfrico (187). Estudios anteriores han demostrado el papel de
Gasl en el mantenimiento de las células progenitoras SIX2* durante la nefrogénesis.
Es posible que las células del tubulo colector derivadas de los precursores Gas1*/SIX2*
puedan mantener ciertos marcadores como Gasl en su estado diferenciado o maduro.
También se observd la co-expresion de Gasl con el marcador de células progenitoras
CD24, este resultado es interesante, ya que en los tabulos colectores, las células
principales Gasl® también expresan marcadores de células progenitoras
(CD24/CD133) y esto se relaciona con los resultados anteriores en la capsula de
Bowman, donde se observo la expresion de Gasl en células parietales progenitoras
NCAM®. Esto proporciona una fuerte evidencia de que Gasl podria tener una nueva
funcién, involucrada en el mantenimiento de células progenitoras en rifiones maduros,

y cuya expresion cambia de forma evidente como respuesta renal inicial a la diabetes.

Hasta ahora, la expresion de Gasl en las células de la capsula de Bowman, en
el tdbulo distal y en los tubulos colectores ha sido diferente en condiciones de
hiperglucemia, pero es importante mencionar que Gasl es una proteina pleiotrépica y
que el rifién posee cerca de 30 diferentes tipos de células con un microambiente
fisiol6gico variable a lo largo de la nefrona (2), por lo que es de esperar que en los
diferentes segmentos de la nefrona las células renales muestren una expresion y funcion
distinta de Gasl.
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IX. Conclusion

En este estudio se describid por primera vez la expresion de Gasl en las células
de la capsula de Bowman y en la nefrona distal durante la diabetes. La disminucion de
la expresion de Gasl en dafio renal durante las etapas tempranas de la diabetes favorece
la activacidn y/o proliferacion de las células parietales progenitoras de la capsula de
Bowman, asi como su diferenciacion a podocitos. De aqui se infiere que en etapas
tempranas de la nefropatia diabética existen mecanismos de regeneracion de podocitos
que pueden retardar la evolucion de la patologia renal y en donde la proteina Gasl tiene

un papel importante.

Este es el primer trabajo hasta donde se conoce que describe la expresion de
Gasl en el tubulo colector y en el que se identificé a Gasl como un nuevo marcador
de células principales. Los resultados obtenidos apoyan la evidencia de la capacidad de
las células principales para diferenciarse a células intercaladas y actuar como células
progenitoras renales, sugiriendo que en las etapas tempranas de la diabetes existe una
pérdida importante de células intercaladas y la presencia de un mecanismo de
regeneracion/reparacion por parte de las células principales donde posiblemente Gasl
tenga un papel significativo en el proceso de diferenciacién al intervenir en la via de
Notch. Los resultados de este trabajo proporcionan informacion importante para futuras
investigaciones que aborden la funcién de Gasl en las células principales y su papel en

la respuesta renal a la diabetes.

Este estudio descriptivo de la expresion de Gasl en los diferentes segmentos de
la nefrona, muestra un panorama amplio sobre la presencia de Gasl en el rifion antes
desconocido y brinda un enfoque diverso en la funcionalidad de Gasl, que ahora no
solo involucra el arresto de la proliferacion celular, sino su posible participacion en
procesos mas complejos como el mantenimiento y diferenciacion celular y la respuesta
al dafio. Este estudio representa un avance representativo en el conocimiento de la

proteina Gasl.
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X. Perspectivas

10.

Realizar estudios de retencion de bromodesoxiuridina (BrdU) para confirmar la
subpoblacién de células progenitoras Gas1* en la capsula de Bowman.
Describir el mecanismo molecular que favorece la disminucion de Gasl en las
células de la capsula de Bowman en la diabetes.

Describir los mecanismos moleculares que intervienen en la activacion y
diferenciacion de células de la capsula de Bowman a podocitos y la relacion
con Gasl.

Analizar la expresion de Gasl en el tibulo proximal en etapas avanzadas de la
nefropatia diabética y su relacion con los mecanismos de reparacion asociados
a células “scattered”.

Estudiar el curso temporal de la expresion especifica de Gasl en las células
principales del tubulo colector.

Estudiar la funcion de Gasl en el mantenimiento de células principales del
tibulo colector. Analizar si Gasl tiene un efecto positivo en la viabilidad de
células principales por la expresion positiva de Dyrk1B.

Describir el papel de Gasl en la diferenciacion de células principales a células
intercaladas a través de su intervencion en la via no candnica de Notch.
Analizar si existe la expresion de Gasl en su forma soluble y su posible efecto
paracrino y/o autocrino en el tabulo colector.

Analizar los mecanismos de proteccion y reparacion via PAX2 en las células
del tabulo colector durante las primeras etapas de la diabetes.
Analizar la expresion de Gasl en el asa de Henle y en las células endoteliales

renales.
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