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Resumen  

La nefropatía diabética (ND) es la complicación más común de la diabetes. Se ha 

descrito que la diabetes induce la pérdida de podocitos, lo que compromete 

significativamente el proceso de filtración renal. En casos graves conduce a insuficiencia 

renal crónica (IRC). Los podocitos son células epiteliales altamente diferenciadas con una 

nula capacidad de proliferación en condiciones basales. Los mecanismos de regeneración 

de podocitos implicados en las primeras etapas del daño renal en la diabetes se desconocen. 

Se ha encontrado una subpoblación de células progenitoras (Cp) en la cápsula de Bowman 

(CB) del glomérulo con capacidad de autorrenovación y diferenciación a podocitos. 

Anteriormente, se describió la expresión de la proteína específica de arresto del 

crecimiento 1 (Gas1) en el riñón, en las células glomerulares y en las células progenitoras 

renales durante la nefrogénesis. Por esta razón, se analizó la expresión de Gas1 en 

diferentes segmentos de la nefrona como la cápsula de Bowman y la nefrona distal en 

condiciones normales y durante las primeras etapas de la ND. Específicamente, se estudió 

la expresión de Gas1 en la CB y su posible efecto en la activación y diferenciación de las 

Cp a podocitos en las etapas tempranas de la diabetes. Se encontró que la diabetes 

disminuye la expresión de Gas1 en la CB y favorece la expresión de marcadores de células 

progenitoras como NCAM, CD24 y SIX1/ 2. También se observó un aumento de células 

que expresan al marcador de podocitos y al marcador de células progenitoras 

(WT1+/NCAM+) en la CB, lo que sugiere que las Cp iniciaron su proceso de diferenciación. 

Además se observó una restauración en la densidad de podocitos. Todos estos resultados 

sugieren que la diabetes favorece la disminución de la expresión de Gas1 y probablemente 

la activación y diferenciación de las Cp de la cápsula de Bowman a podocitos. Se propone 

que en las primeras etapas de la diabetes, existe un mecanismo de regeneración de 

podocitos, donde posiblemente esté involucrada la proteína Gas1. Posteriormente, también 

se analizó la expresión de Gas1 en el túbulo colector en condiciones normales y en las 

primeras etapas de la ND. Se identificó a Gas1 como nuevo marcador de células 

principales. Los resultados confirmaron la expresión específica de Gas1 en las células 

principales y la capacidad de estas células para diferenciarse a células intercaladas en daño 

renal inducido por la diabetes. Este es el primer trabajo hasta donde sabemos, que describe 

la expresión de Gas1 en las células parietales de la cápsula 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 (Gas1) was described in kidney, 

especially in glomerular cells and in renal progenitor cells during nephrogenesis. For 

this reason we analyzed the expression of Gas1 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 Gas1 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 Gas1 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 Gas1 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 Gas1. Next, we analyzed the expression of Gas1 in the collecting duct in 

control conditions and in the early stages of diabetes. We identify to Gas1 as novel 

marker of principal cells. Our results confirm the specific expression of Gas1 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 Gas1 in the parietal 

cells of Bowman`s capsule and in the distal nephron.  
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I. Introducción 

1. Sistema urinario 

El sistema urinario representa un eje importante y fundamental para el 

organismo, ya que es un conjunto de órganos encargados de la producción, 

almacenamiento y expulsión de la orina. El sistema urinario está compuesto por dos 

riñones, dos uréteres, la vejiga y la uretra (Figura 1). Los riñones se encargan de la 

formación 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 hígado, al mantenimiento de la homeostasis, 

ya que a través de la orina se eliminan del organismo ciertos productos finales del 

metabolismo y sustancias tóxicas (1). 

 

 

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

2021 (219). 

2. Riñones 

2.1 Anatomía y fisiología renal 

Los riñones son órganos pares situados en la cavidad retroperitoneal y 

paravertebral. El peso de cada riñón oscila en un intervalo de 125-170 g en hombres 

adultos y entre 115-155 g en mujeres adultas. El tamaño de un riñón 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 riñón se localiza el hilio renal. El hilio renal es un sitio de entrada 

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

nervioso. Los riñones son órganos densos rodeados por una capa de tejido conjuntivo 

denominada fascia renal, que protege la estructura anatómica del riñón (Figura 2A). 

 

Las funciones más importantes de los riñones son: 

1. La excreción de productos metabólicos de desecho y sustancias químicas 

extrañas. Estos productos de desecho metabólicos son la urea (metabolismo de 

aminoácidos), la creatinina (de la creatina muscular), el ácido úrico (de los 

ácidos nucleicos, los productos finales de la hemoglobina (como la bilirrubina) 

y metabolitos de diferentes hormonas. Los riñones también eliminan la mayoría 

de las toxinas y sustancias exógenas del organismo como pesticidas, fármacos 

y aditivos alimentarios.  

2. La regulación de los equilibrios hídricos y electrolíticos. Mediante la excreción 

y reabsorción de agua y de electrolitos como el ion sodio (Na+), cloro (Cl-), 

potasio (K+), calcio (Ca2+), hidrogeno (H+), magnesio (Mg2+) y fosfato (PO4
3-). 

3. La regulación de la presión arterial. Por la secreción de hormonas como la 

renina, que favorecen la producción de factores vasoactivos (p. ej. la 

angiotensina II). 

4. La regulación del equilibrio ácido-básico. Mediante secreción de H+ por los 

túbulos renales y reabsorción de bicarbonato. 

5. Secreción, metabolismo y excreción de hormonas. Los riñones secretan 

eritropoyetina que estimula la diferenciación de las células precursoras 

hematopoyéticas a eritrocitos. 

 

Macroscópicamente, en un corte transversal de riñón se pueden identificar dos 

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

La médula posee estructuras cónicas de tejido llamadas pirámides renales. La base de 

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

renal, que es una continuación de forma extendida del uréter. En la pelvis renal se 
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forman estructuras acampanadas abiertas, conocidas como cálices mayores. Al mismo 

tiempo los cálices mayores se dividen en estructuras de menor tamaño denominadas 

cálices menores, que recolectan la orina proveniente de la papila renal para llegar así a 

los uréteres (Figura 2B) (2). 

 

 

Figura 2. Estructura macroscópica del riñón. (A) Estructura externa y (B) corte transversal de riñón. 

Tomado y modificado de Área Ciencias- Biología, 2021 (220). 

 

2.2 La nefrona  

Microscópicamente, el riñón está compuesto por la nefrona. La nefrona es la 

unidad funcional del riñón y se define como una red tubular perfectamente ordenada 

que realiza los procesos de filtración, reabsorción y secreción. Cada riñón 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 

túbulo contorneado proximal, el asa de Henle, el túbulo distal, el túbulo conector y el 

túbulo colector (Figura 3) (3–5). 
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Figura 3. Estructura microscópica del riñón: la nefrona. Tomado y modificado de Russell Kightley 

media: Scientific Illustrator & Animator, 2020 (221). 

 

2.3 El glomérulo  

El glomérulo también conocido como corpúsculo renal, es la estructura inicial 

de la nefrona y el sitio donde se lleva a cabo el proceso de filtración renal. El 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 ultrafiltración. 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 cápsula de Bowman para dar soporte a la estructura esférica característica del 

glomérulo. Entre la zona visceral y parietal, existe una cavidad estrecha por donde pasa 

el filtrado glomerular que produce la barrera de ultrafiltración, para poder llegar a los 

túbulos 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 túbulo 

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).  
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Figura 4. Estructura glomerular. El glomérulo o corpúsculo 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 cápsula de Bowman. También posee 

un polo vascular por donde entra la arteriola aferente y sale la arteriola eferente; así como un polo 

vascular que conecta al glomérulo con el túbulo 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 citoplasmáticas primarias 

y secundarias denominadas pedicelos (Figura 5A-B). El cuerpo principal contiene un 

núcleo prominente, así como un aparato de Golgi y abundante retículo endoplasmático 

liso y rugoso, lisosomas y mitocondrias. En contraste, los procesos podálicos primarios 

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

 

Los procesos podálicos secundarios se interdigitan con otros pedicelos, 

rodeando los capilares glomerulares, confiriéndoles así una mayor estabilidad, nula 

motilidad y, lo más importante, formando el diafragma en hendidura (Figura 5C). El 

diafragma en hendidura es entonces, un punto de contacto intercelular único integrado 

por diversos tipos de unión celular como proteínas de la unión estrecha (ZO-1, MAGI-

1, MAGI-2, JAM-A y CASK), y uniones adherentes (P-caderina, FAT, β-catenina), así 
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como por un complejo de proteínas 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 filtración glomerular, ya que 

al formar contactos intercelulares mediante proteínas de unión también generan poros 

o aberturas de determinado tamaño que evita el paso de macromoléculas (p. ej. 

proteínas mayores a 10,000 daltons como la albúmina) al espacio de Bowman para ser 

eliminados por la orina. El diafragma en hendidura también tiene otras funciones 

importantes como la regulación de la plasticidad celular, polaridad celular, 

supervivencia y endocitosis (12–15). 

 

 

Figura 5. Podocitos glomerulares. (A) Los podocitos están 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 podálicos 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 único integrado por proteínas de la 

unión estrecha (ZO-1, MAGI-1, MAGI-2, JAM-A y CASK), y uniones adherentes (P-caderina, FAT, β-

catenina), así como por un complejo de proteínas transmembranales (nefrina, NEPH1-NPH3, podocina, 

CD2AP). La nefrina forma poros por los cuales atraviesan moléculas pequeñas, favoreciendo el filtrado 

glomerular (flechas amarillas). Modificado de Ichimura et al. (2015) (16)  
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2.5 Células parietales de la cápsula de Bowman 

El glomérulo se encuentra rodeado por la cápsula de Bowman (CB) o membrana 

basal de Bowman (MBB) compuesta por laminina, colágeno IV, nidógeno, y 

proteoglicanos de heparán sulfato; adherida a la cápsula de Bowman se localiza una 

capa fina de células parietales (Figura 6A). Las células epiteliales parietales de la 

cápsula de Bowman son células epiteliales escamosas, poligonales y 

monoestratificadas; son células pequeñas con un grosor no mayor a 0.3 µm (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 expresión 

de proteínas de la unión estrecha en las CEP como claudina-1,-2, ocludina y ZO-1 (19–

21). Proteínas de adhesión celular como la cadherina-K (Cdh6) y la cadherina 

especifica de riñón (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 cápsula de Bowman: 

1. Barrera de permeabilidad selectiva. Las CP expresan proteínas de la unión 

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 rábano picante de 40 kDa, ya que se han encontrado vesículas 

pinocíticas con la proteína en el citoplasma. También hay estudios que muestran 

la permeabilidad de las CEP a dextrano (3 kDa) y a ovoalbúmina (40 kDa), 

sugiriendo que las CEP pueden tener una función de permeabilidad final al 

filtrado urinario del espacio de Bowman (25,26). 

2. Captación de albúmina. Las CEP capturan albúmina mediante endocitosis, en 

condiciones del alta concentración (p. ej. enfermedades nefróticas) (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 contráctiles moderados, sugiriendo 

que los filamentos basales de las CEP pueden no solo tener una función de 

soporte estructural, sino también tener un rol importante en el mecanismo de 

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

sensor químico y mecánico. Los cilios de las CEP están 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 expresión de genes (29). 

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

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

cápsula de Bowman sugiriendo su papel como célula progenitora de podocitos 

en daño glomerular (30–32). 

 

 

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 

proteínas de la unión estrecha como CLDN-1, -2 y ZO-1. La cápsula de Bowman o membrana basal 

parietal, formada por múltiples capas densa de matriz extracelular proveniente de las CP, compuesta 

principalmente por el colágeno tipo XIV y el proteoglicano, sulfato de condroitina. (B) Morfología de 

las CP. Las CP son células epiteliales escamosas, poligonales y monoestratificadas; con pocos organelos 

y escasas microvellosidades y un único 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 patologías que alteran la estructura y función del riñón, 

una de ellas es la diabetes. La diabetes es un trastorno metabólico caracterizado por 

hiperglucemia como resultado de defectos en la secreción y/o la acción de la insulina 

(34). La insulina es una hormona peptídica secretada por las células β de los islotes 

pancreáticos de Langerhans y su función 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 acción de la insulina se 

produce mediante su interacción directa con el receptor de insulina (RI), favoreciendo 

así la unión de sustratos del receptor de insulina (IRIS -1, -2) al dominio intracelular 

del RI, promoviendo la vía de señalización PIK3-AKT y la translocación 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 energía. Por lo tanto, 

alteraciones en la síntesis, secreción y acción de la insulina induce altas 

concentraciones de glucosa en sangre y el desarrollo de la enfermedad crónica, 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 destrucción de las 

células β del páncreas mediada por una respuesta autoinmune, llevando a la deficiencia 

absoluta de insulina. En esta forma de diabetes, la tasa de destrucción de las células β 

del páncreas es variable, siendo rápida y mayor en infantes. Por otro lado, en adultos, 

la destrucción de las células β es lenta y progresiva. Dentro de este tipo de diabetes, 

también se clasifica la diabetes idiopática, que es un tipo de diabetes tipo 1 en la cual 

se desconoce su etiología. Los pacientes que desarrollan diabetes idiopática presentan 

insulinopenia permanente y no presentan evidencia de respuesta autoinmune. Aunque 

solo una minoría de pacientes con diabetes tipo 1 son diagnosticados en esta categoría, 

la mayor incidencia ocurre en pacientes con ascendencia africana y asiática. 
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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 mayoría 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 síntomas clásicos de la diabetes 

no son percibidos por los individuos. 

 

También dentro de la clasificación 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 definición se aplica independientemente de si se usó como 

tratamiento la insulina o modificaciones en la dieta, incluso si la condición 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 gestación. 

 

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

 

• Defectos genéticos de las células β del páncreas. 

Este tipo de diabetes se asocia con defectos monogénicos en el funcionamiento 

de las células β del páncreas y se caracteriza por hiperglucemia en edades 

tempranas (antes de los 25 años), así como alteraciones en la secreción de la 

insulina sin presentar efectos negativos sobre su acción. La forma más común 

de este tipo de diabetes está asociada a mutaciones en el cromosoma 12, 

específicamente en la secuencia que codifica al Factor nuclear de hepatocitos 

1α (HNF-1α) y también con mutaciones en el cromosoma 7, específicamente 

en el gen de la glucocinasa. 
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• Defectos genéticos en la acción de la insulina.  

Este tipo de diabetes se asocia principalmente con mutaciones en el receptor de 

insulina, desencadenado anormalidades en la acción de la insulina sobre las 

células. Los síndromes de Leprechaun y de Rabson-Mendenhall son síndromes 

pediátricos 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. 

• Enfermedades exocrinas del páncreas.  

Cualquier proceso que dañe el páncreas y que comprometa su funcionamiento 

puede causar diabetes. Procesos como pancreatitis, traumas, infecciones, 

pancreatectomía y carcinoma pancreático. 

• Endocrinopatías.  

Muchas hormonas antagonizan la acción de la insulina (p. ej. la hormona del 

crecimiento, cortisol, glucagón). Patologías con desbalances hormonales que 

favorezcan el aumento de estas hormonas pueden causar diabetes (p. ej. 

síndrome de Cushing, acromegalia). 

• Diabetes farmacológica o química. 

Una variedad de fármacos pueden alterar la secreción de insulina. Estos 

fármacos no pueden causar diabetes pero favorecen el desarrollo de la patología 

en individuos con resistencia a la insulina. Ciertos químicos como el pirinuron 

(veneno para ratas) y fármacos como la pentamidina intravenosa 

(antiprotozoario) pueden destruir las células β de páncreas. Existen algunas 

hormonas y fármacos que alteran la acción de la insulina como el ácido 

nicotínico y los glucocorticoides. También se ha descrito que el uso de 

interferón-α induce diabetes asociada a respuesta autoinmune contra las células 

pancreáticas. 

 

La sintomatología de la hiperglucemia persistente en pacientes diabéticos 

incluye poliuria, polidipsia, pérdida de peso, polifagia, visión borrosa y susceptibilidad 

a infecciones. Las consecuencias de una hiperglucemia no controlada son 

potencialmente mortales como son la cetoacidosis, el síndrome de hiperglucemia 
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hiperosmolar no cetósica y la acidosis láctica. La diabetes está asociada a largo plazo 

con daño, disfunción y fallo de varios órganos especialmente los ojos, riñones, nervios, 

corazón, y vasos sanguíneos (38).  

 

Las complicaciones crónicas de la diabetes se clasifican en: complicaciones 

macrovasculares que se asocian a daño en arterias produciendo enfermedad cardiaca 

coronaria, accidente cerebrovascular e insuficiencia vascular periférica; las 

complicaciones microvasculares, en contraste, son aquellas que se desarrollan por daño 

a vasos sanguíneos pequeños. Las complicaciones microvasculares incluyen 

enfermedad ocular o retinopatía, daño neuronal (neuropatía) y enfermedad renal 

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

 

 

 

Figura 7. Complicaciones de la diabetes. La nefropatía diabética es una de las complicaciones con mayor 

incidencia, el 40% de los pacientes diabéticos presentan esta patología, que puede terminar en 

insuficiencia renal crónica. Tomado y modificado de Vargas & Savedra (2020) (222). 

 

3.1 Nefropatía diabética 

La nefropatía 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 filtración glomerular. Estudios epidemiológicos 

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 nefropatía diabética se clasifica en 5 etapas: la etapa de hiperfiltración o 

etapa temprana se caracteriza por el aumento de la tasa de filtración glomerular y la 

presión capilar glomerular. La siguiente etapa es conocida como “etapa de silencio”, 

ya que no hay evidencia clínica de disfunción renal, la filtración glomerular es normal, 

pero existen cambios estructurales glomerulares importantes como el engrosamiento 

de la membrana basal glomerular y de la expansión de células mesangiales. La tercera 

etapa o etapa de microalbuminuria aparece entre los 5 y 15 años posteriores al inicio 

de la diabetes y se caracteriza por una excreción de albúmina; entre 20-200 µg/min o 

30-300 mg/24 h, y la tasa de filtración glomerular en esta etapa puede aumentar, 

mantenerse normal o disminuir. Estudios previos han demostrado que la 

microalbuminuria se asocia con hiperlipidemia e hipertensión. La cuarta etapa aparece 

entre los 10 a 20 años posteriores al inicio de la diabetes y se caracteriza por una 

excreción urinaria de albúmina mayor a 300 mg/24H (macroalbuminuria). Esta etapa 

se considera una etapa predictiva para definir la progresión del daño renal a fallo renal 

con inmediata intervención 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 nefropatía alcanzan esta etapa que requiere de una terapia de reemplazo 

renal como la diálisis peritoneal, la hemodiálisis y en casos severos, el trasplante renal 

(41–44). 

 

3.2 Mecanismos moleculares de daño en la nefropatía diabética  

Múltiples mecanismos moleculares han sido propuestos para explicar cómo la 

hiperglucemia induce complicaciones renales en la diabetes. Entre estos mecanismos 

destacan: la activación de la proteína cinasa C (PKC), el aumento de la vía de los 

polioles, el aumento del estrés oxidativo y la sobreproducción de productos finales de 

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

 

Hiperglucemia y el metabolismo celular 

La diabetes se caracteriza por una hiperglucemia crónica. Ante estas 

concentraciones elevadas de glucosa, las células renales presentan una actividad 

metabólica elevada. Como ejemplo, tenemos a la glucólisis, donde la glucosa es 
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fosforilada a glucosa-6-fosfato (G6-P) y por acción de la fosfoglucosa isomerasa se 

produce la fructuosa-6-fofato (F6-P) que a través de diversas reacciones forma 

gliceraldehido-3-fosfato (G3-P) en grandes proporciones, ante esto, el G3-P entra a la 

síntesis de lípidos para formar al diacilglicerol (DAG). El DAG es un segundo 

mensajero y activa a la proteína cinasa C (PKC). PKC es una enzima que fosforila 

residuos de serina y tirosina de diversas proteínas intracelulares y tiene un papel 

importante en la fisiopatología de la nefropatía diabética, ya que la expresión elevada 

de PKC en el riñón, induce alteraciones en la barrera de filtración glomerular, 

hipertrofia renal, daño endotelial de los capilares intraglomerulares y participa en la vía 

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

 

La alta producción de fructuosa-6-fosfato (F6-P) que se forma durante la 

glucólisis en condiciones de hiperglucemia, entra a la vía de las hexosaminas, en donde 

la fructuosa-6-fosfato se convierte a glucosamina-6-fosfato por acción de la enzima 

glutamina-fructuosa-6-fosfato aminotransferasa (G6FAT). La enzima G6FAT modula 

positivamente la expresión del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β1). El 

TGF-β1 induce daño endotelial y favorece procesos profibróticos y proinflamatorios 

en el glomérulo y túbulo proximal (48).  

 

Cerca del 30% de la glucosa en condiciones de hiperglucemia es metabolizada 

por la vía de los polioles, donde la glucosa es reducida a sorbitol por la enzima aldosa 

reductasa (AR) dependiente de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH). 

Posteriormente, el sorbitol es oxidado a fructuosa por acción de la enzima sorbitol 

deshidrogenasa utilizando como cofactor a la nicotinamida adenina dinucleótido 

(NAD+). La vía de los polioles induce sobreproducción de sorbitol, el cual no difunde 

fácilmente a través de la membrana celular manteniéndose en la célula y aumentando 

la presión osmótica intracelular. La vía de los polioles también induce la depleción 

relativa del NADPH por su alto consumo por la AR, limitando así la acción de enzimas 

antioxidantes como la glutatión reductasa y la óxido nítrico sintasa (NOS), también 

dependientes de NADPH; reduciendo las concentraciones de glutatión (proteína 

antioxidante), y favoreciendo bajos niveles de óxido nítrico (NO). La vía de los polioles 
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de manera general altera el sistema redox en las células renales y como consecuencia 

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

 

Hiperglucemia y los productos finales de glicosilación avanzada 

En condiciones de hiperglucemia, hay una alta concentración de glucosa 

intracelular que se condensa mediante una reacción no enzimática con los grupos 

aminos de proteínas, lipoproteínas y ácidos nucleicos, formando así los productos 

finales de glicosilación avanzada (AGEs) (51). En condiciones fisiológicas normales y 

en senescencia, hay una limitada producción de AGEs; pero sus niveles aumentan 

notablemente en un medio hiperglucémico crónico (52). Existen también la formación 

de AGES extracelulares, la glucosa se condensa con proteínas de la matriz extracelular 

(MEC) como el colágeno tipo IV, laminina, fibronectina y proteoglucanos (53). Estas 

proteínas modificadas tienen una baja susceptibilidad a la hidrólisis enzimática por 

metaloproteinasas (MMP), acumulándose en el espacio extracelular (54). Además, la 

glicación de proteoglicanos de la membrana celular reduce su electronegatividad y 

modifica las propiedades de filtración selectivas de carga de la membrana basal 

glomerular, filtrando proteínas (45,55).  

 

Los AGEs interactúan con sus receptores afines RAGE o con proteínas de unión 

como OST-48, 80K-H, galectina-3 y el receptor especifico de macrófagos tipo II e 

inducen varios eventos intracelulares. En el podocito y en las células mesangiales del 

glomérulo se ha descrito la expresión 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 

trascripción NF-kB, y hay aumento de la actividad de factores de crecimiento como 

TGF-β, entre otros. También promueve alteraciones en la expresión de la matriz 

extracelular, principalmente de colágeno-I, -IV y la expresión de proteínas apoptóticas 

como FOXO4 y BIM. Todo esto induce un aumento en el estrés oxidativo y la 

expansión de la matriz extracelular de los podocitos generando el engrosamiento de 

MBG y el despegamiento y apoptosis del podocito teniendo como consecuencia la 

reducción en el número de podocitos en el glomérulo, células mesangiales y el 

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

En condiciones de hiperglucemia crónica hay un aumento de la activación de la 

proteína cinasa C (PKC) asociado fuertemente al incremento en la síntesis de novo del 

DAG en células glomerulares y endoteliales renales; así como también, a la activación 

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

 

La nefropatía diabética se caracteriza por una hiperfiltración glomerular inicial. 

Múltiples mecanismos han sido propuestos para explicar el aumento de la filtración 

glomerular, uno de ellos se relaciona con las alteraciones del flujo sanguíneo causada 

por la elevada actividad de PKC que induce la disminución de óxido nítrico (por 

reducción de la eNOS) y el aumento de la endothelina-1 que favorece la 

vasoconstricción (60–62). Otro mecanismo propuesto es el aumento del sistema renina-

angiotensina y la elevada producción de prostagladinas en la diabetes, ambas 

moduladas también por la activación de PKC (63,64). Asimismo, en el endotelio renal 

la activación de PKC favorece la expresión del factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF) aumentando así la permeabilidad capilar y favoreciendo la 

hiperfiltración renal (65,66).  

 

El aumento de la activación de la PKC inducido por la hiperglucemia favorece 

el aumento de la endotelina-1 y la activación de la vía de señalización de las proteínas 

cinasas activadas por mitógenos (MAPK) que tienen como blanco genético la 

sobreexpresión de factores de crecimiento fibrótico como TGF-β1 en las células 

mesangiales y glomerulares, resultando en un aumento de proteínas de la matriz 

extracelular (fibronectina y colágeno tipo IV) y de proteínas pro inflamatorias (NF-kB) 

relacionadas con los procesos inflamatorios en las etapas iniciales de la nefropatía 

diabética (63, 67–72). 
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Figura 8. Mecanismos moleculares de daño en la nefropatía diabética. En condiciones de hiperglucemia 

aumenta el metabolismo celular y la producción de F6-P y DAG, a través de la glucólisis y la síntesis de 

lípidos. Ante la alta concentración de F6-P se activan otras vías como: la vía de los polioles y la vía de 

las hexosaminas. La vía 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 vía NF-KB y TGF-

β; y la activación del SRA, aumentando así los depósitos de matriz extracelular y favoreciendo la fibrosis 

en las células renales. También, la PKC aumenta la síntesis y actividad del VGEF, que a su vez induce 

el aumento de fibronectina e inflamación. La vía de las hexosaminas convierte la F6-P en G6-P por la 

enzima G6FAT. La G6FAT modula positivamente a TGF-β. Los AGES al interaccionar con sus 

receptores RAGES inducen el aumento del estrés oxidante, procesos inflamatorios y apoptosis celular. 

Todos estos eventos celulares inducen daño glomerular, disfunción endotelial y daño tubular. 

Abreviaturas: Fructuosa 6-Fosfato (F6-P). Diacilglicerol (DAG), Proteína cinasa C (PKC), Factor de 

transcripción nuclear kappa B (NF-kB), Factor de crecimiento transformante β (TGF-β), 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 glicosilación 

avanzada (AGE) y Receptores de los productos finales de glicosilación avanzada (RAGE). 
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Especies reactivas de oxígeno 

En condiciones normales, las especies reactivas de oxígeno (EROs) son 

producidas en cantidades mínimas para el mantenimiento de la homeostasis celular 

pero en condiciones de hiperglucemia la cantidad aumenta drásticamente (73). Se ha 

descrito que las especie reactivas de oxígeno que inducen daño renal incluyen al anión 

superóxido (O2
-), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (-OH) y el 

peroxinitrito (ONOO−) (74). Las EROs son generadas por dos vías: por la fosforilación 

oxidativa mitocondrial y por el sistema de NADPH-oxidasa.  

 

El daño renal inducido por especies reactivas de oxígeno en diabetes se produce 

por la oxidación de proteínas, lípidos y ADN, afectando la estructura y la función 

celular. La peroxidación lipídica por EROs afecta a los lípidos de la membrana celular 

y a las lipoproteínas plasmáticas, principalmente a las lipoproteínas de baja densidad 

(LPL). En el glomérulo, la oxidación de lipoproteínas por EROs induce una 

glomerulopatía lipoproteica desarrollando una glomeruloesclerosis por 

hiperlipoproteinemia glomerular. La acumulación de LPL en el glomérulo favorece la 

proliferación de células mesangiales vía c-jun y c-fos; así 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 

expresión de TGF-β y el factor nuclear kappa B (NF-kB). También, se ha descrito el 

papel del radical superóxido en la apoptosis de las células glomerulares inducida por el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (46,75). 

 

3.3 Alteraciones glomerulares en la nefropatía diabética 

Una vez que se han descrito los mecanismos moleculares del daño renal 

inducido por la diabetes, es importante identificar las anormalidades histológicas de la 

nefropatía diabética (Figura 9). Inicialmente, en la nefropatía diabética, los riñones 

presentan un aumento de tamaño típico como resultado de la hipertrofia de células 

tubulares y de todas las células glomerulares (glomerulomegalia). 
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El primer evento de daño glomerular que ocurre en la diabetes es el 

engrosamiento de la membrana basal glomerular. La MBG contiene colágeno tipo IV, 

laminina 521 (α5β21) y proteoglicanos de heparán sulfato (HSPGs), sintetizados 

principalmente por los podocitos. El engrosamiento de la MBG es inducido 

principalmente por la disminución en la producción de enzimas que degradan la matriz 

extracelular (metaloproteinasas de matriz extracelular) y un aumento de sus 

inhibidores. El engrosamiento de la MBG reduce el tránsito de proteínas a través de la 

membrana de ultrafiltración. Sin embargo, el cambio estructural en la MBG afecta a 

los componentes celulares cercanos, reduciendo la unión de células a la MBG y 

favoreciendo su despegamiento. 

 

Secundario al engrosamiento de la MBG, ocurre la expansión mesangial, que 

es el incremento de las proteínas de la matriz extracelular de las células mesangiales 

(colágeno tipo IV, V y VI, lamininas y fibronectina), seguido de la hipertrofia celular. 

Por último, hay una disminución en el número de podocitos, que representan un paso 

determinante en la evolución de la enfermedad renal en la nefropatía diabética (10,9). 

 

 

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 nefropatía diabética 

Se ha demostrado que en las primeras etapas de la nefropatía diabética existe 

una pérdida importante de podocitos (podocitopenia) en humanos y se correlaciona 

fuertemente con la proteinuria y con la disminución de la filtración glomerular, así 

también con glomeruloesclerosis (77–79). Por lo que, la podocitopenia es un factor 

determinante en la progresión del daño renal en la diabetes (80,81). 

 

Las causas de la pérdida de podocitos en la nefropatía diabética son multifactoriales 

y es un área 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 α3β1 y distroglicanos. Los defectos en la expresión 

de la integrina α3β1 y los distroglicanos favorece el desprendimiento de los 

podocitos de la MBG. Estudios previos han demostrado una diminución en la 

expresión de la integrina α3β1 en pacientes con nefropatía diabética (82,83). 

También, se ha observado que altas concentraciones de glucosa modulan 

negativamente la expresión de la integrina α3β1 y los distroglicanos en cultivos 

celulares de podocitos (84,85). Existe evidencia documentada del 

desprendimiento de podocitos de la MBG y su subsecuente aparición 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 exógeno de TGF-β1 induce apoptosis en cultivos celulares de 

podocitos vía p38 MAPK y la vía clásica de caspasas (91). También altas 

concentraciones de angiotensina II inducen la apoptosis de podocitos mediante 

la activación de los receptores para angiotensina tipos I y II (92,93). Es 

importante recordar que en condiciones crónicas de alta glucosa existe una 

sobre expresión de TGF-β1 y Angiotensina II. 
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3. La incapacidad de proliferar de los podocitos. La capacidad de replicación para 

restablecer el número 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 proliferación se debe al desequilibrio en la expresión las de 

proteínas específicas que regulan el ciclo celular (94). Se ha descrito in vivo e 

in vitro una expresión baja (casi nula) de la ciclina A y de la cinasa dependiente 

de ciclina 2 (CDK2) en podocitos (95,96). También, se ha observado una alta 

expresión de los inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas como p21 

y p27 evitando la progresión del ciclo celular (97–100). 

 

La pérdida de podocitos en la nefropatía diabética representa un factor determinante 

para la evolución del daño renal, desarrollando en casos severos  insuficiencia renal 

crónica. Los podocitos por ser células altamente diferenciadas y con una tasa de 

proliferación nula presentan mecanismos de regeneración deficientes frente a 

patologías como la diabetes, limitando así la función glomerular (9). 

 

3.5 Regeneración de podocitos 

Los podocitos forman parte de la barrera de filtración glomerular, la disfunción 

o pérdida de los mismos representa un punto crucial en el desarrollo inicial de 

enfermedades glomerulares con la consecuente progresión a glomeruloesclerosis para 

finalizar con la enfermedad renal crónica (101–103). La disminución del número de 

podocitos en el glomérulo es un estado patológico 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 número de podocitos 

fatalmente induce una disfunción glomerular progresiva e irreversible.  
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Figura 10. Alteraciones de los podocitos en la nefropatía diabética. (A) Estructura normal de los 

podocitos y del glomérulo. En la nefropatía diabética: (B) algunos podocitos entran en apoptosis celular 

dando como resultado una notable reducción en el número 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 morfológicos como el 

incremento del tamaño 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 daño 

glomerular agudo con podocitopenia abrupta en donde existe una restauración del 

número de podocitos. Los podocitos remanentes al daño, no muestran actividad 

proliferativa, ya que expresan al inhibidor de la cinasa dependiente de ciclinas p57, 

sugiriendo así que existe un mecanismo de regeneración 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 cápsula de Bowman: células progenitoras parietales (CPP) 

(31,32,107) que expresan marcadores de células progenitoras como NCAM+, CD24+ y 

CD133+; células intermedias (CI) que expresan marcadores de células progenitoras y 
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marcadores específicos de podocitos (NCAM+/WT1+) y células que expresan 

únicamente marcadores de podocitos como WT1+ y podocalixina+, identificándolos 

como podocitos parietales (PP). Estos resultados demostraron que existen células 

progenitoras parietales con un fenotipo inmaduro y con un alto potencial de 

diferenciación a podocitos (108–110). 

 

 

Figura 11. Células progenitoras parietales de la cápsula de Bowman en un riñón normal de rata. (A) 

Imagen representativa de la inmunofluorescencia de la proteína específica de células parietales de la 

cápsula de Bowman, claudina-1 (rojo) y el marcador de células progenitoras NCAM (verde). Existe co-

localización de ambas proteínas (zonas amarillas). (B) Imagen representativa de la inmunofluorescencia 

de los marcadores de células progenitoras renales NCAM (rojo) y CD24 (verde). Se observa la co-

localización de ambas proteínas en las células de la cápsula de Bowman (zonas amarillas). (C) Imagen 

representativa de la inmunofluorescencia, donde se observan tres diferentes subpoblaciones celulares en 

la cápsula de Bowman: células parietales progenitoras (NCAM+/WT1-); células intermedias 

(NCAM+/WT1+) y podocitos parietales (NCAM-/ WT1+). (D) Identificación de células parietales 

(claudina-1+) que expresan marcadores específicos de podocito (WT1+) en la cápsula de Bowman. (E) 

Representación esquemática de las subpoblaciones celulares identificadas en la cápsula de Bowman en 

ratas Wistar. Todas las células fueron positivas para el marcador de células parietales claudina 1. Se 

describió por primera vez una subpoblación de células en la cápsula de Bowman con diferentes grados 

de diferenciación: 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 regeneración 

de podocitos, sugiriendo que la cápsula de Bowman es un nicho de células progenitoras 



 Cinvestav                                                                             Departamento de Farmacología 

 

 
 

24 

parietales. Es posible que frente a la pérdida de podocitos inducida por el daño 

glomerular, las células parietales progenitoras se activen, iniciando así su proceso de 

diferenciación a podocitos en la cápsula de Bowman, para después migrar de la zona 

parietal a la zona visceral y poder compensar el número de podocitos que se han perdido 

inicialmente. Hasta el momento, no se han estudiado ampliamente los mecanismos 

moleculares involucrados en la activación y en la diferenciación de las células 

progenitoras parietales a podocitos (109).  

 

Recientemente, se describió que el ácido retinoico juega un papel importante en 

el proceso de diferenciación de las células progenitoras parietales a podocitos, en 

modelos experimentales murinos de nefropatía membranosa y glomeruloesclerosis. 

Los resultados demuestran que el ácido retinoico aumenta el número de células que 

expresan marcadores de células progenitoras y de podocitos (células intermedias), así 

como el aumento del número total de podocitos (111,112). También, se ha demostrado 

que el tratamiento con el inhibidor BIO de la glucógeno sintasa cinasa 3 (GSK3), 

aumenta la diferenciación de las células progenitoras parietales a podocitos en un 

modelo experimental de nefropatía inducida por doxorrubicina, sugiriendo que la 

inducción de la diferenciación de las CPP a podocitos, podría ser una estrategia 

farmacológica para el tratamiento de la enfermedad glomerular (113). Por lo que el 

estudio de nuevas proteínas en el riñón podría ser la clave para describir los 

mecanismos de regeneración de podocitos. 

 

4. La proteína específica de arresto del crecimiento 1 

La proteína especifica de arresto de crecimiento 1 (Gas1, por sus siglas en 

inglés) es una proteína integral de membrana con un anclaje glucosil-fosfatidil-inositol 

(GPI), compuesta por 345 aminoácidos y con un peso molecular de 37 kDa (114–116). 

Gas1 es una proteína pleiotrópica implicada en diversos procesos celulares incluyendo 

funciones pro-apoptóticas y de arresto celular. En muestras humanas de gliomas y 

adenocarcinoma de pulmón, la sobreexpresión de Gas1 inhibe la proliferación celular 

e induce un estado quiescente en las células tumorales, sugiriendo un papel importante 

de Gas1 como supresor de tumores al bloquear la transición de la fase G0/S en el ciclo 
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celular. También, la sobreexpresión de Gas1 induce la apoptosis de neuronas del 

hipocampo y astrocitos, así como en condiciones patológicas de neuroblastomas y 

gliomas (117,118). Gas1 participa en las vías de señalización de Sonic Hedgehog y del 

factor neurotrófico derivado de la Glía/ret, mecanismos moleculares bajo los cuales 

induce sus funciones anti-proliferativas y pro apoptóticas (Figura 12) (119–121). 

 

 

Figura 12. Mecanismos moleculares de interacción de Gas1. (A) Vía del GDNF-RET. En condiciones 

normales, el ligando GDNF se une a su co-receptor GFRα para formar un complejo con los receptores 

RET permitiendo la autofosforilación de los receptores. La fosforilación del complejo Ret, favorece la 

interacción con PI3K. PI3K activa la vía de señalización de AKT favoreciendo el secuestro de la proteína 

pro-apoptótica BAD en el citoplasma por la proteína 14-3-3 inhibiendo así la apoptosis celular. Se ha 

descrito que Gas1 interacciona directamente con el co-receptor GFRα evitando así la formación del 

complejo Ret y la activación de la vía PI3K-AKT, favoreciendo la translocación de la proteína BAD a 

la mitocondria y como resultado la liberación del citocromo C al citoplasmas, activando a la caspasa-3 

y -9, induciendo la muerte celular. La vía del GDNF-RET tiene un papel importante en los procesos de 

diferenciación celular durante el desarrollo de diferentes órganos. (B) Vía de Sonic Hedgehog (Shh). El 

receptor para el ligando Shh es Patched (Ptch). Patched está constitutivamente inhibido por la proteína 

Smoothened (Smo). La interacción ligando-receptor (Shh-Ptch), desinhibe a Ptch por Smo y se lleva a 

cabo la vía de señalización intracelular en la que se activan proteínas como Gli1,-2, y -3, que se traslocan 

al núcleo y activan la transcripción de genes como N-myc, ciclina-D y Bcl-2 que promueven la 

proliferación. Gas1 interacciona directamente con el ligando  Shh, inhibiendo la vía de señalización e 

induciendo el arresto celular. Tomado de Domínguez-Monzon et al. (2011) (122). 

Estudios recientes han demostrado que Gas1 presenta propiedades específicas 

como supresión de metástasis y promoción de la apoptosis en los tumores de pulmón,  

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

potencial como proteína supresora de tumores. Otros estudios han propuesto a Gas1 
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como marcador de metástasis en el cáncer de vejiga y colorrectal (123–126). 

Previamente, se reportó la regulación positiva de Gas1 por VE-caderina y por el factor 

de crecimiento vascular endotelial (VGEF) en células endoteliales (127). También, se 

ha descrito la expresión de Gas1 durante el desarrollo folicular y su modulación por el 

factor de transcripción C/EBP, sugiriendo un rol importante en los procesos de 

ovulación y luteinización (128). 

 

4.1 Expresión de Gas1 en el riñón  

La expresión y función de Gas1 no ha sido estudiada extensamente en el riñón. 

Un estudio previo describió la expresión de Gas1 en las células progenitoras de 

nefronas Six2+ en las etapas tempranas de la embriogénesis renal y demostró que la 

expresión de Gas1 es modulada por el factor de transcripción WT1. Se ha propuesto 

que la expresión de Gas1 durante la nefrogénesis se asocia al mantenimiento de las 

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

 

En el riñón maduro, se ha descrito la expresión de Gas1 en el glomérulo, 

principalmente en las células mesangiales. En un modelo de glomerulonefritis 

mesangioproliferativa se observó que la expresión de Gas1 disminuyó 

significativamente durante la fase de proliferación de las células mesangiales, 

sugiriendo la función de Gas1 como inhibidor endógeno de la proliferación de células 

glomerulares (Figura 13 C-D) (130). Otro estudio, ha mostrado que la expresión de 

Gas1 es modulada negativamente por el miR-34a en condiciones de alta glucosa in 

vitro. También se ha descrito la expresión de Gas1 en carcinoma renal (131,132). 
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Figura 13. Expresión de Gas1 en el riñón. (A) Expresión de Gas1 en la mesénquima metanéfrica durante 

las  primeras etapas de la embriogénesis renal. Gas1 es modulada positivamente por el factor de 

transcripción WT1. (B) Hibridación in situ del ARNm de Gas1 y SIX2. Gas1  tiene un patrón de 

expresión similar al de las células progenitoras de nefronas (CPN) SIX2+. Estos resultados sugieren que 

Gas1 se expresa en las CPN durante la nefrogénesis. Expresión de Gas1 en riñón maduro. (C) Imagen 

representativa de inmunofluorescencia del marcador especifico de células mesangiales, α-SMA (rojo) y 

Gas1 (verde). Existe co-localización de Gas1 y α-SMA. Estos resultados sugieren que las células 

mesangiales expresan Gas1. (D) En un modelo experimental de nefritis mensagioproliferativa, se 

observa que en los primeros días del modelo experimental, caracterizado por el aumento de la 

proliferación de células mesangiales, la expresión del ARNm de Gas1 disminuye significativamente en 

comparación con el control. A partir del día 7 y hasta el día 28, en donde la proliferación de células 

mesangiales disminuye drásticamente en el modelo experimental de nefritis, la expresión del ARNm de 

Gas1 aumenta de forma gradual. Estos resultados sugieren que Gas1 podría tener un papel importante 

como inhibidor endógeno de la proliferación de células glomerulares en el riñón. Tomado de van Roeyen 

et al. (2012) y Kann et al. (2015) (129,130)  

Gas1 

SIX2 
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II. Justificación  

La incidencia mundial de la diabetes ha aumentado abruptamente en los últimos 

años. Un 8.4% de la población global padece esta enfermedad crónico-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 farmacológicas basadas en el estudio de la 

fisiopatología de la diabetes. Una característica importante de esta patología es la 

hiperglucemia crónica, que compromete severamente la función de diversos órganos 

entre ellos los riñones. La nefropatía diabética es una de las complicaciones de la 

diabetes y la principal causa de la enfermedad renal terminal, que se caracteriza por el 

daño glomerular, tubular y la disfunción de la unidad de ultrafiltración conduciendo al 

desarrollo de proteinuria e insuficiencia renal crónica. La patogénesis renal de la 

diabetes es compleja. Sin embargo, se ha descrito que el daño glomerular en las 

primeras etapas de la nefropatía diabética se caracteriza por una notable disminución 

de podocitos. Los podocitos son células epiteliales altamente diferenciadas con una 

nula capacidad de proliferación, por lo que su pérdida representa un factor clave para 

la evolución del daño renal. Se tiene evidencia que en la cápsula de Bowman existe una 

sub-población de células progenitoras renales con un alto potencial de diferenciación a 

podocitos. Hasta ahora no se han realizado estudios que describan la regeneración de 

podocitos en las primeras etapas de la nefropatía diabética. Recientemente, se describió 

la expresión de la proteína Gas1 en células progenitoras renales durante la nefrogénesis, 

pero la expresión y función de Gas1 en el riñón maduro se desconocen. Por esta razón, 

en este estudio se explora la expresión de Gas1 en las células parietales progenitoras 

de la cápsula de Bowman y su papel en la proliferación y diferenciación a podocitos en 

las primeras etapas de diabetes como un posible mecanismo de regeneración. También 

se analiza la expresión de Gas1 en otros segmentos de la nefrona como los podocitos, 

el túbulo proximal y la nefrona distal, para conocer la expresión de Gas1 en el riñón 

maduro y su relación con el daño renal inducido por la diabetes.  
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III. Hipótesis 

La proteína Gas1 se expresa en diferentes segmentos de la nefrona como en las 

células de la cápsula de Bowman y la nefrona distal. Se espera que Gas1 inhiba la 

proliferación y la diferenciación de las células parietales progenitoras de la cápsula de 

Bowman. Por lo tanto, en etapas tempranas de la nefropatía diabética, la disminución 

de Gas1 en la cápsula de Bowman favorece la activación de las células progenitoras 

parietales y su diferenciación a podocitos en el glomérulo. En la nefrona distal Gas1 

participa en la diferenciación de células principales a células intercaladas.  

 

IV. Objetivo general  

Analizar la expresión y función de Gas1 en diferentes segmentos de la nefrona, 

especialmente en las células parietales y en las células progenitoras de la cápsula de 

Bowman en un modelo de diabetes experimental murina. 

 

V. Objetivos particulares  

1. Evaluar la expresión de Gas1 en células parietales de la cápsula de Bowman en 

condiciones normales y en el daño renal inducido por la diabetes. 

2. Evaluar la expresión de marcadores de células progenitoras renales (CD24, NCAM, 

SIX1/2) y de Gas1 en la cápsula de Bowman en condiciones normales y en el daño 

renal inducido por la diabetes. 

3. Analizar la expresión de marcadores mesenquimales (PAX2) y de Gas1 en la cápsula 

de Bowman en condiciones normales y en el daño renal inducido por la diabetes. 

4. Evaluar la expresión de marcadores específicos del podocito (WT1) en las células de 

la cápsula de Bowman en condiciones normales y en el daño renal inducido por la 

diabetes. 

5. Evaluar la expresión de marcadores de proliferación celular (Ki67, PCNA) y de Gas1 

en las células parietales de la cápsula de Bowman en condiciones normales y en el 

daño renal inducido por la diabetes. 

6. Analizar la expresión de Gas1 en los podocitos, el túbulo proximal y la nefrona distal 

(túbulo distal y túbulo colector) y su relación con la diabetes. 

7. Estudiar la expresión de Gas1 en las células principales del túbulo colector y su posible 

relación con la diferenciación celular.  
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VI. Materiales y métodos 

1. Diseño Experimental y reactivos  

Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 

NOM-062-ZOO-1999 y se aprobaron por la Unidad Institucional de Producción y 

Experimentación 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 I se indujo mediante la administración 

intraperitoneal de una dosis única 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 administró únicamente amortiguador de citratos, pH 6.0, por vía 

intraperitoneal. Tres días después de la administración de STZ, se midió la 

concentración de glucosa en sangre con el glucómetro OneTouch Ultra® (Milpitas, 

California, EUA), para confirmar la inducción de diabetes. Las ratas se consideraron 

diabéticas cuando la concentración 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 

administración de STZ (Figura 14). Los reactivos empleados se adquirieron en su 

mayoría de Sigma-Aldirch Co., o en otras empresas mencionadas. Se muestra la lista 

de anticuerpos utilizados en los ensayos de western blot e inmunofluorescencia (Tabla 

1). 

 

2. Análisis de los parámetros fisiológicos y bioquímicos  

Se monitoreó la concentración de glucosa en sangre y el peso corporal de las 

ratas en condiciones previas a la administración de la STZ y cada 7 días por tres 

semanas después de la inducción de la diabetes. Para la recolección de muestras 

urinarias, las ratas se colocaron 24 h previas al sacrificio en jaulas metabólicas y se 

midió el volumen urinario (Figura 14). Para la obtención de suero, las ratas se 

anestesiaron con pentobarbital sódico (30 mg/kg de peso corporal). Previo al sacrificio 

se recolectó la sangre por punción cardiaca. La sangre se centrifugó (800 x g durante 

10 minutos). Para evaluar la función renal, se midió la proteinuria y la depuración de 
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creatinina. La proteinuria se midió mediante el método de Lowry (Bio-Rad Protein 

Assay Kit; Bio-Rad Laboratories, California, EUA) (133). La creatinina sérica y 

urinaria se midió mediante el método de Jaffé, previamente descrito (134). Las ratas 

diabéticas presentan poliuria persistente que podría generar valores elevados de la 

excreción urinaria de proteínas de los grupos diabéticos. La proteinuria se corrigió por 

la cantidad de creatinina urinaria, calculando el cociente proteinuria/creatinina (ambos 

se expresaron en unidades de mg/dL). 

 

 

Figura 14. Diseño experimental. En el día 0, se indujo la diabetes en ratas. Se administró por vía 

intraperitoneal (IP) la estreptozotocina (STZ) (60 mg/kg) en una sola dosis. Al día 3, se confirmó la 

inducción de la diabetes experimental midiendo los índices glucémicos de las ratas. Se consideraron 

como ratas diabéticas, aquellas que presentaron valores iguales o superiores a 200 mg/dL. Se monitoreó 

el peso y glucosa sérica en las ratas diabéticas desde el día 3 hasta el día 21. 24 h antes de cada sacrificio, 

las ratas fueron colocadas en jaulas metabólicas para obtener muestras de orina y sangre por punción 

cardiaca para las pruebas de la función renal. El sacrificio de las ratas se realizó el día 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) Dilución Casa comercial No. Catalogo 

Alexa-flúor 488 (conejo) 1:200 (IF) Invitrogen A21206 
Alexa-flúor 488 (cabra) 1:200 (IF) Invitrogen A11055 
Alexa-flúor 488 (ratón) 1:200 (IF) Life Technologies A21202 
Alexa-flúor 594 (ratón) 1:200 (IF) Invitrogen A21203 

Alexa-flúor 594 (conejo) 1:200 (IF) Invitrogen A21442 
AQP2 (cabra) 1:200 (IF) Santa Cruz Biotech. SC-9882 

V-ATPasaB1/B2 (ratón) 1:500 (WB);1:50 (IF) Santa Cruz Biotech. SC-271832 

Calbindina (ratón) 1:100 (IF) Santa Cruz Biotech. SC-365360 

Claudina-2 (ratón) 1:500 (WB);1:100 (IF) Invitrogen 32-5600 
Claudina-8 (cabra) 1:200 (IF) Santa Cruz Biotech. Sc-33065 

Claudina-4 (ratón) 1:200 (WB) Invitrogen 32-9400 
CD24 (cabra) 1:100 (IF) Santa Cruz Biotech. Sc-7034 

CD24 (ratón) 1:400 (WB) BD Biosciences 551133 
CD133 ( 1:100 (IF)   
DPP4 (ratón) 1:200 (IF) AbD Serotec MCA924 
Dendrina (cabra) 1:250 (WB) Santa Cruz Biotech. Sc-167616 

GAPDH (ratón) 1:500 (WB) Millipore  32233 
GAPDH (ratón) 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 
(WB) 

Santa Cruz Biotech. Sc-19000 

PAX2 (conejo) 1:300 (WB); 1:50 (IF) Invitrogen 71-6000 
PCNA (rata) 1:500 (WB) ICN/CAPPEL PC10MAB 
Peroxidasa-conjugado 
(conejo) 

1:20000 (WB) Invitrogen 65-6120 

Santa Cruz Biotechnology 1:20000 (WB) Invitrogen 62-6520 
Peroxidasa-conjugado 
(cabra) 

1:20000 (WB) Santa Cruz Biotech. Sc-2020 

SIX 1/2 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. Obtención del tejido renal y aislamiento de los glomérulos totales 

Los glomérulos se aislaron de la manera descrita en la técnica de los artículos 

citados (135,136). Los riñones se obtuvieron de ratas control y ratas diabéticas de una, 

dos y tres semanas. Los riñones se perfundieron con solución salina isotónica (SSI 

0.9% NaCl), se descapsularon, se pesaron y se aisló la corteza. Posteriormente, se 

criopreservaron en 2-metilbutano a 4°C y se almacenaron en nitrógeno líquido hasta el 

día de los experimentos. Los glomérulos totales se aislaron como se ha descrito 

previamente. En resumen, la corteza renal se homogeneizó manualmente. Después la 

mezcla cortical homogeneizada se tamizó a través de una malla de acero inoxidable 

con un tamaño de poro de 117 µm (Cat. No. 8321A44: Thomas Scientific, Swedesboro, 

NJ, USA) aplicando presión y lavando generosamente con solución Ringer-Krebs-

bicarbonato (RKB) que contenía en mM: 110 NaCl, 25 NaHCO3, 3 KCl, 1.2 CaCl2, 0.7 

MgSO4, 2 KH2PO4, 10 NaC2H3O2, 5.5 glucosa, 5 alanina, 0.5 de albúmina sérica 

bovina (ASB) y pH 7.4 con una osmolaridad de 290 mOsm/kg de H2O. La suspensión 

obtenida se transfirió a una segunda malla con un poro de 74 µm (Cat. No. 8321A58: 

Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA) aplicando presión y lavando con solución 

RKB. Se recuperó el tejido que quedó en la parte superior de la malla, el cual contenía 

los glomérulos aislados (Figura 15). La suspensión glomerular obtenida se centrifugó 

en solución RKB durante 10 minutos a 20000 x g. Se eliminó el sobrenadante y se 

obtuvo el botón final.  

 

4. Aislamiento de túbulos distales mediante gradientes de Percoll 

Los túbulos distales se aislaron mediante gradientes de Percoll como se 

describió en la técnica de los artículos citados (137,138). En resumen, se aisló la corteza 

renal de ratas control y ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días. La corteza renal se 

homogeneizó y se resuspendió en 3 mL de solución RKB adicionado con 15 mg de 

colagenasa tipo II 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 baño de H2O con agitación vigorosa a 37°C. Se adicionaron 20 mL 

de solución 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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agitó vigorosamente para combinar bien todos las soluciones y favorecer la dispersión 

de los fragmentos de tejido renal. Posteriormente, la suspensión se filtró para remover 

las fibras de tejido conectivo y se centrifugó (18 x g/10 min). El botón se resuspendió 

en 10 mL de solución RKB más inhibidores de proteasa y se centrifugó nuevamente 

(18 x g /10 min). Este proceso de lavado se repitió dos veces. Por último, el botón 

obtenido en el último lavado se  resuspendió con 5 mL de ASB al 5 % y con Complete 

1X, se incubó por  5 minutos a 4°C y se centrifugó (18 x g/10 min). Se retiró el 

sobrenadante y el botón final se resuspendió con una mezcla de 30 mL de solución de 

Percoll fría y RKB (1:1 v/v). Finalmente, la mezcla se centrifugó (107 x g / 40 min). 

Se observó la formación de 4  fracciones: la primera fracción (F1) estaba enriquecida 

con túbulos distales, la segunda (F2) y tercera fracción (F3) contenía una mezcla de 

diferentes segmentos de la nefrona (glomérulos, túbulos proximales y distales), la 

cuarta fracción (F4) enriquecida con túbulos proximales (Figura 16). Las fracciones 

se analizaron en un microscopio de luz para confirmar las características morfológicas 

de todos los segmentos tubulares que se obtuvieron. 

 

 

 

Figura 15. Aislamiento de glomérulos.  

  



 Cinvestav                                                                             Departamento de Farmacología 

 

 
 

35 

5. Extracción de proteínas totales de la médula renal  

Para realizar la extracción de proteínas totales, se obtuvo la médula renal de 

ratas control y de ratas diabéticas de 7,14 y 21 días. La médula renal se homogeneizó 

manualmente y se resuspendió en 10 mL de solución RKB con 15 mg de colagenasa 

tipo II. Las muestras se gasificaron durante 20 min con 95 % de CO2/5% de aire 

atmosférico en un baño de agua a 37 °C con agitación vigorosa. A continuación, se 

adicionaron 20 mL de solución RKB frío que contenía una mezcla de inhibidores de 

proteasas (Complete 1x) y PMSF, para inactivar la colagenasa. Para remover las fibras 

de colágeno del tejido medular, la suspensión se centrifugó (18 x g/10 min). Este 

procedimiento de lavado se repitió 3 veces. El botón final se resuspendió en 250-300 

µL de amortiguador de RIPA, que contenía en mM: 40 Tris-HCl, 150 NaCl, 2 ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA), 10% glicerol, 1% Tritón X-100, 0.5 % desoxicolato 

de Na+ y 0.2 % de dodecil sulfato de Na+ (SDS) a pH7.6 y se incubó durante 30 minutos 

a 4°C. Posteriormente, la muestras se sonicaron 3 veces durante 3 segundos cada vez 

en un sonicador ultrasónico de alta intensidad (Vibracell; Sonics & Materials, Inc., 

Connecticut, EUA) y se centrifugaron durante 30 minutos. Finalmente, se recolectaron 

los sobrenadantes. 

 

6. Western blot  

El análisis de la expresión de las proteínas mediante western blot se realizó de 

la manera descrita en la técnica del artículo citado (139). En resumen, las muestras de 

proteínas 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 proteínas 

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 proteínas a analizar.  Las proteínas se trasfirieron a 

membranas de PVDF (Amersham Bioscience, Upsala, Suecia). Para las uniones no 

específicas, las membranas se bloquearon/incubaron con una solución de caseína 3X  

(VECTOR, sp-5020; Burlingame, California, EUA) diluida en PBS con 0.05% de 

tween 20. Las membranas fueron incubadas toda la noche a 4ºC 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 detección 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 detectó utilizando el software EC3 Imaging 

Sytem (UVP Biolmaging Systems, Cambridge, Reino Unido). La densitometría de las 

bandas se cuantificó mediante transmitancia (UVP BioImaging Systems Software). 

 

 

Figura 16. Gradiente de Percoll de corteza renal. En el gradiente de Percoll de corteza renal se distinguen 

cuatro fracciones. En la fracción 1 (F1) se separan los túbulos distales, en las fracciones 2 y 3 (F2-F3) 

se encuentra una mezcla de glomérulos -túbulos renales  y por último, en la fracción 4 (F4) se separan 

los túbulos proximales. 

 

7. Inmunofluorescencia  

Inmunofluorescencia con fijación del tejido renal con metanol 

Las muestras de tejido renal se prepararon para inmunofluorescencia como se 

describió en la técnica de los artículos citados (136,139,140). En resumen, se cortaron 

rebanadas de riñón de 0.5 cm de espesor y se sumergieron por 5 minutos en 2-

metilbutano a 4°C para congelarlas posteriormente en nitrógeno líquido. Se cortaron 

rebanadas de 4 µm 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% Tritón 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 núcleos se marcaron con 4 ',6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI). Finalmente, a las preparaciones se les adicionó el 

medio de montaje VECTASHIELD (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, California, 

EUA) para preservar la fluorescencia y se les colocó 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 específica en ausencia de 

los anticuerpos primarios  

 

Inmunofluorescencia con exposición de epitopos por citrato de sodio y calor  

Las muestras de tejido renal se prepararon para inmunofluorescencia como se 

describió previamente. En resumen, los cortes de tejido renal se fijaron en 

paraformaldehído 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 IgGs (1331-A, Research Organics, 

Cleveland, Ohio, EUA) por 1 hora a temperatura ambiente y se incubaron con los 
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anticuerpos primarios por 16 h a 4°C  (Tabla 1). Posteriormente, el protocolo de 

inmunofluorescencia continuó como se describió anteriormente. 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 específica en ausencia de los anticuerpos primarios 

 

8. Disección de túbulos colectores del riñón de rata  

La disección de los túbulos colectores se realizó de la manera descrita en la 

técnica de los artículos citados (141,142). En resumen, las ratas se anestesiaron con 

pentobarbital sódico (30 mg/kg de peso corporal) y se obtuvieron los riñones. 

Inmediatamente, los riñones se descapsularon y se colocaron en una solución de RKB 

que contenía, en mM: 110 NaCl, 25 NaHCO3, 3 KCl, 1.2 CaCl2, 0.7 MgSO4, 2 KH2PO4, 

10 NaC2H3O2, 5.5 glucosa, 5 alanina, 0.5 de albúmina sérica bovina (ASB) y pH 7.4 

con una osmolaridad de 290 mOsm/kg de H2O 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 CO2/5% de aire atmosférico durante la disección. Para la 

disección se utilizó un microscopio estereoscópico. Los túbulos colectores se aislaron 

manualmente utilizando pinzas de punta fina y jeringas alargadas con punta extrafina. 

Los túbulos colectores aislados se identificaron por su morfología y se colocaron en 

portaobjetos recubiertos con gelatina. Posteriormente, se realizó el protocolo para 

inmunofluorescencia. En resumen, las preparaciones se lavaron con PBS con Ca2+ (0.1 

M) tres veces y se fijaron con 95% etanol frío por 1 minuto y con acetona hasta 

evaporación a temperatura ambiente. Para permeabilizar, las preparaciones se 

incubaron con PBS con 1% Tritón X-100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

durante 10 minutos y se lavaron 5 veces con PBS con Ca2+ 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 continuó 

como se describió 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 inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA) para Gas1 

El ensayo de ELISA se realizó de la manera descrita en la técnica de los 

artículos citados (143,144). En resumen, la extracción de proteínas se realizó utilizando 

amortiguador de RIPA, que contenía en mM: 40 Tris-HCl, 150 NaCl, 2 ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA), 10% glicerol, 1% Tritón X-100, 0.5 % desoxicolato 

de Na+ y 0.2 % de dodecil sulfato de Na+ (SDS). La proteína Gas1 se cuantificó por un 

ensayo de inmunoabsorción ligado a enzima utilizando el kit Duoset ELISA (R&D 

Systems, Mineápolis, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cada 

ensayo se utilizó 50 µg de proteína total de cada muestra. Los datos se analizaron y 

normalizaron para obtener la cantidad de proteína Gas1 en picogramos por microgramo 

de proteína total. 

 

10. Cuantificación de pixeles para Gas1, Claudina-2 y NCAM en la cápsula de 

Bowman 

Para cuantificar a Gas1, Claudina-2 y NCAM en la cápsula de Bowman, se 

realizó una segmentación por umbrales combinada con una segmentación manual y se 

aplicó un sistema de binarización a las imágenes obtenidas por inmunofluorescencia 

de la manera descrita previamente (145,146). En resumen, primero el tamaño de las 

imágenes se homogeneizó a 354x355 pixeles y se aplicó una segmentación por umbral 

(entropía de Rényi) con un valor de umbral de 150 a 175. Posteriormente, se aplicó el 

sistema de binarización, reduciendo la composición de la imagen a colores 

blanco/negro y se realizó una segmentación manual de las imágenes manteniéndose 

únicamente el contorno glomerular (cápsula de Bowman) (Figura 17). El número de 

pixeles blancos y negros se cuantificó con el software ImageJ (Versión 1.50). Se 

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

 

11. Cuantificación de células Ki67 y NCAM en la cápsula de Bowman 

La cuantificación de las células Ki67 y NCAM positivas en la cápsula de 

Bowman se realizó de la manera descrita en la técnica del artículo citado (147). En 

resumen, se utilizó una combinación de microscopía fluorescente y campo claro para 
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identificar a las células Ki67 y NCAM positivas. El número de glomérulos analizados 

fue de tres por cada grupo.  

El conteo de células se realizó manualmente con el programa ImageJ. Debido a 

los cambios morfológicos glomerulares relacionados por la edad y el peso de los 

animales, se midió la longitud de la cápsula de Bowman (mm) de cada glomérulo 

analizado. Se utilizó el programa ImageJ para medir la longitud de la cápsula de 

Bowman. Finalmente, estas medidas se usaron como denominadores para el número 

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

 

12. Cuantificación de las células principales, las células intercalares y las células 

intermedias en túbulos colectores aislados 

La composición del tipo celular en el túbulo colector se cuantificó de la manera 

descrita en la técnica del artículo citado (148). En resumen, se cuantificaron las células 

de tres túbulos colectores aislados manualmente por cada grupo experimental por rata. 

Las células que expresaron Gas1 y AQP2 se consideraron como células principales, 

aquellas células que únicamente expresaron V-ATPasa se consideraron como células 

intercalares y las células que expresaron Gas1 y V-ATPasa se consideraron como 

células intermedias. Las células con una expresión ambigua o sin tinción del marcador 

específico se excluyeron de la cuantificación. La cuantificación se evaluó usando el 

microscopio confocal y el programa ImageJ (versión 1.50) 

 

13. Densidad de podocitos en secciones histológicas 

La densidad de podocitos se realizó de la manera descrita en la técnica de los 

artículos citados (149,150). En resumen, se obtuvieron imágenes por 

inmunofluorescencia marcando específicamente el núcleo de los podocitos con el 

factor de transcripción del tumor de Wilms (WT1), seguido de un conteo manual de 

núcleos de podocitos WT1+ en el glomérulo. Este conteo estimado de podocitos se 

corrigió por el factor de corrección (CF) para evitar una sobre estimación de la densidad 

aparente de podocitos, considerando el grosor (T) y la variación del tamaño/forma de 

los núcleos dada por diámetro promedio (D) de la estructura nuclear orientada 

aleatoriamente en una dimensión. Para obtener el CF fue necesario obtener el valor real 
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de D considerando a los núcleos como formas de esferoides prolatos u ovoides 

constantes (k= 0.72). Se obtuvo el volumen glomerular a partir del área del glomérulo 

multiplicada por el grosor del corte de tejido sobre el cual se realizó la 

inmunofluorescencia. Por último, 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.  

 

 
Figura 17. Cuantificación de los pixeles de la cápsula de Bowman. (A) Se muestran las imágenes 

obtenidas por microscopía fluorescente. Se observa la estructura de un glomérulo perfectamente 

delimitada por la cápsula de Bowman. En rojo, la expresión de Gas1 a nivel de la cápsula de Bowman y 

la zona intraglomerular. El lado izquierdo representa la condición control y el lado derecho, la condición 

diabética de dos semanas. Todas las imágenes se homogeneizaron a un tamaño de 354x355 pixeles. Las 

flechas blancas señalan la expresión de Gas1 en la cápsula de Bowman. (B) Posteriormente, se aplicó el 

sistema de binarización, reduciendo la composición de la imagen a colores blanco/negro. Expresión de 

Gas1 en negro. Flechas azules señalan la expresión de Gas1 en la cápsula de Bowman. Flechas verdes 

señalan la zona intraglomerular con expresión de Gas1. (C) Finalmente se realizó una segmentación de 

la imagen manteniendo únicamente la expresión de Gas1 (negro) en la cápsula de Bowman.  
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Figura 18. Densidad de los podocitos. Para obtener una estimación de la densidad de los podocitos, se 

realizó el conteo de núcleos de podocitos WT1+. De cada núcleo WT1+ se obtuvo el diámetro aparente 

(d) mediante el programa ImageJ. Para obtener el valor del diámetro real de los núcleos (D) fue necesario 

considerar la forma y orientación del núcleo en una imagen de una sola dimensión. (A) La constante de 

la forma del núcleo 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 diámetro (D), 

se aplicó la siguiente formula donde: (d) es el diámetro estimado de los núcleos, (T) el grosor de la 

imagen y (k) la constante de la forma nuclear. Una vez obtenido el valor real del diámetro de los núcleos, 

se obtuvo un factor de corrección (CF), con la finalidad de evitar una sobre estimación del número real 

de podocitos, mediante la siguiente fórmula (C) CF, es el factor de corrección, (D) el diámetro real del 

núcleo. (D) Para obtener el conteo de podocitos real (Nt) se multiplicó el número de núcleos de podocitos 

aparente (No) por el factor de corrección (CF). Para obtener el volumen del glomérulo (VG), se obtuvo 

el área del glomérulo (AG) por el programa ImageJ y se multiplicó por el grosor de la imagen (T). Se 

obtuvo la densidad de podocitos (Dpod) dividiendo Nt sobre VG y multiplicando el resultado por 1x106.  
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14. Análisis estadístico de datos 

Los resultados se expresaron como la media ± desviación estándar (SD). Para la 

comparación de grupos múltiples se empleó el análisis de varianza (ANOVA) de una 

sola vía. Se utilizó la prueba pos hoc de Dunett y se consideró estadísticamente 

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

1. Modelo de diabetes experimental y daño renal  

Para confirmar la diabetes experimental inducida por la administración de 

estreptozotocina (STZ) en ratas Wistar, se analizó el índice glucémico en los grupos 

con diabetes experimental al día 3, 7, 14 y 21 posterior a la administración de STZ 

(Figura 19A). A partir del día 3 y hasta el día 21 posterior a la administración de STZ, 

se observó un aumento del nivel sérico de la glucosa en los grupos con diabetes 

experimental (día 3, 346.6 ± 10.8 mg/dL; día 7, 367.8 ± 9.9 mg/dL; día 14, 434.2 ± 36 

mg/dL; día 21, 434 ± 74.3 mg/dL) en comparación con el grupo control (día 3, 95.4 ± 

10.8 mg/dL; día 7, 98 ± 5.9 mg/dL, día 14, 84.8 ± 9.8 mg/dL, día 21, 96.8 ±12.3 mg/dL). 

También se monitoreó el peso corporal y el volumen urinario. Las ratas con diabetes 

experimental mostraron una disminución significativa del peso corporal a partir del día 

3 posterior a la administración de STZ y hasta el día 21 (día 3, 241.9 ± 7.7 g; día 7, 

234.1 ± 8.8 g; día 14, 229.9 ± 5.2 g; día 21, 217.1 ± 5.7 g) en comparación con las ratas 

control que mostraron una aumento progresivo del peso corporal (día 3, 269.7 ± 10.9 

g; día 7, 271.6 ± 10.5 g; día 14, 266.8 ± 6.2 g; día 21, 276.2 ± 12.3 g) (Figura 19B). El 

volumen urinario aumentó significativamente en las ratas con diabetes experimental 

(día 7, 25.6 ± 4.5 mL; día 14, 35.6 ± 3.03 mL; día 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 confirmó la diabetes experimental, ya que las ratas presentaron 

hiperglucemia, pérdida de peso corporal y poliuria, las cuales son características 

clínicas y metabólicas similares a las que manifiesta un paciente diabético. 

Posteriormente, se evaluó la función renal mediante la medición de proteinuria y la 

depuración de creatinina (Figura 19 C-D), ambos parámetros importantes de la  

función glomerular. En las ratas con diabetes experimental la excreción urinaria de 

proteínas y la depuración de creatinina aumentaron progresivamente desde el día 7 

hasta el día 21 con diabetes, con un aumento significativo en comparación con las ratas 

control desde el día 14 y hasta el día 21 con diabetes. Con base en estos hallazgos se 

confirmó que la diabetes indujo disfunción glomerular debido al aumento de la 

excreción urinaria de proteínas y al desarrollo de hiperfiltración, ambas características 

importantes durante las primeras etapas del daño renal. 
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Figura 19. Parámetros fisiológicos y bioquímicos en las ratas diabéticas inducidas con STZ. La 

inducción de la diabetes experimental se confirmó por (A) hiperglucemia, (B) pérdida de peso y (E) 

poliuria. También se evaluaron pruebas de función renal como (C) depuración de creatinina y (D) 

proteinuria. Ambas pruebas muestran el aumento de la filtración glomerular y el incremento de la 

excreción de proteínas, ambos indicadores de daño renal temprano en las ratas con diabetes 

experimental. DBT, diabetes. Se muestra la media ± desviación estándar (DS). Se realizó el análisis de 

varianza (ANOVA) de una sola vía. 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 cápsula de Bowman expresan Gas1 

Para determinar si las células epiteliales parietales (CEP) de la cápsula de 

Bowman expresan Gas1, se analizó por inmunofluorescencia la expresión de Gas1 y 

de la proteína específica de la unión estrecha de las CEP, claudina-2 (CLDN2), en ratas 

diabéticas de 7, 14 y 21 días y en ratas control (Figura 20). Se encontró que Gas1 co-

localiza con CLDN2, en la condición diabética y en los controles (Figura 20 C-D). La 

expresión de Gas1 en las células de la cápsula de Bowman es homogénea en las ratas 

control. En contraste, en las ratas diabéticas de 7 y 14 días, la expresión de Gas1 

disminuyó gradualmente en las células de la cápsula de Bowman, siendo más notable 

a los 21 días de diabetes (Figura 20A) en comparación con el control. Por otro lado, la 

expresión de CLDN2 se observó homogénea y sin cambios, tanto en la condición 

control como en la diabetes (Figura 20B). Esto se confirmó con la semicuantificación 

de pixeles para Gas1 y CLDN2 (Figura 20E). Estos resultados sugieren que las células 

parietales de la cápsula de Bowman expresan Gas1 y la diabetes favorece su 

disminución. 

 

3. La diabetes favorece la disminución de Gas1 e induce la expresión de los 

marcadores de células progenitoras en la cápsula de Bowman 

Recientemente, se confirmó la existencia de una subpoblación de células 

parietales denominadas células progenitoras parietales en la cápsula de Bowman con 

capacidad de autorrenovación y con un alto potencial de diferenciación a podocitos y 

a células tubulares (151). Para explorar si las células progenitoras parietales de la 

cápsula de Bowman expresan Gas1, se evaluó la expresión de NCAM (marcador de 

células progenitoras renales) (108,152) y de Gas1 por inmunofluorescencia (Figura 

21). La expresión de Gas1 es homogénea en la cápsula de Bowman en las ratas control 

y disminuyó gradualmente en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días como se describió 

previamente (Figura 21A). En contraste, la expresión de NCAM es intermitente en las 

células de la cápsula de Bowman en la condición control y aumenta gradualmente con 

respecto al tiempo en la diabetes, observándose una expresión más homogénea o 

regular en la cápsula de Bowman (Figura 21B). Esto se confirmó con la 

semicuantificación de pixeles para Gas1 y NCAM (Figura 21D). Gas1 co-localiza con 
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NCAM en la condición control confirmando que las células parietales progenitoras 

NCAM+ expresan Gas1; sin embargo, en la condición diabética de 7, 14 y 21 días se 

observó una muy baja sobreposición de ambas proteínas, a consecuencia de la 

expresión inversa de Gas1 y NCAM en la diabetes (Figura 22). Con el fin de evaluar 

otros marcadores de células progenitoras renales de la cápsula de Bowman, la 

expresión de CD24 y SIX1/2 se analizó por western blot en una fracción enriquecida 

de glomérulos (que intrínsecamente poseen células parietales de la cápsula de 

Bowman) (Figura 21E-F). Se encontró la expresión de CD24 y SIX1/2 en las ratas 

control, indicando la presencia de células progenitoras en condiciones normales. En las 

ratas diabéticas de 14 y 21 días, se observó el aumento de la expresión de CD24 en 

comparación con los controles. También se observó que la expresión de SIX1/2 

aumentó significativamente a partir de los 7 días de diabetes en comparación con los 

controles. Estos hallazgos sugieren que la diabetes promueve la disminución de la 

expresión de Gas1 en la cápsula de Bowman y el aumento de marcadores de células 

progenitoras como NCAM, CD24 y SIX1/2; favoreciendo así la activación y/o 

proliferación de las células parietales progenitoras.  

 

4. La diabetes favorece el aumento de la expresión de PAX2 en la cápsula de 

Bowman 

Las células progenitoras renales llevan a cabo un proceso de reprogramación  

adquiriendo marcadores mesenquimales embrionarios cuando se activan para 

posteriormente diferenciarse a determinado tipo celular (151). Para determinar si la 

disminución de Gas1 en la diabetes favorece un aumento de los marcadores 

mesenquimales, se analizó la expresión PAX2 en la cápsula de Bowman por 

inmunofluorescencia y por western blot (Figura 23). PAX2 es un factor de 

transcripción que expresan las células precursoras de las células parietales durante la 

nefrogénesis (153). Se observó tanto por inmunofluorescencia como por western blot, 

que en la condición control hay una fina expresión de PAX2. Durante los primeros 7 

días de diabetes, la expresión de PAX2 disminuye significativamente en comparación 

con el control, pero en el día 14 y 21 de diabetes, se observó una recuperación y 

sobreexpresión de PAX2 con respecto al control (Figura 23A, C). También se realizó 
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la cuantificación de las células PAX2+/NCAM+ en la cápsula de Bowman (Figura 23B) 

y se encontró la misma tendencia en la expresión de PAX2 observada previamente por 

western blot. Estos resultados sugieren que la diabetes promueve la disminución de la 

expresión de Gas1 en la cápsula de Bowman e induce la activación y reprogramación 

en las células progenitoras parietales. 

 

 

Figura 20. Las células parietales de la cápsula de Bowman expresan Gas1. Se analizó la expresión 

de Gas1 y CLDN2 por inmunofluorescencia. (A) La expresión de Gas1 es homogénea en la cápsula de 

Bowman en las ratas control. En contraste, en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días, se observa una 

disminución gradual en la expresión de Gas1. La disminución de Gas1 en la CB es más notable en las 

ratas diabéticas de 21 días. (B) Para identificar a las células parietales de la cápsula de Bowman se utilizó 

a la proteína de la unión estrecha CLDN2. La expresión de CLDN2 es homogénea en la cápsula de 

Bowman y sin alteraciones en su expresión entre las ratas control y diabéticas. (C-D) Gas1 y CLDN2 

co-localizan (flechas blancas y zonas amarillas), describiendo por primera vez la expresión de Gas1 en 

la células parietales de la cápsula de Bowman. (E) Análisis semicuantitativo de la expresión de Gas1 y 

CLDN2 en las células de la CB en las ratas control y diabéticas. En la inmunofluorescencia Gas1 (rojo), 

CLDN2 (verde), DAPI (azul). Círculos blancos indican acercamientos de la cápsula de Bowman. Flechas 

blancas indican co-localización de Gas1 y CLDN2 (zonas amarillas). Escala = 40 µm. CB, cápsula de 

Bowman. Se muestra la media ± desviación estándar (DS). Se realizó el análisis de varianza (ANOVA) 

de una sola vía. 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 disminución de Gas1 en la cápsula de Bowman y el aumento de 

marcadores de las células progenitoras (NCAM, CD24, SIX1/2). Se analizó por inmunofluorescencia 

la expresión de Gas1 y NCAM. (A) Las células parietales de la cápsula de Bowman expresan Gas1 (rojo) 

homogéneamente en las ratas control pero en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días, la expresión de Gas1 

disminuye gradualmente. Por otro lado, (B) las células de la cápsula de Bowman expresan de manera 

intermitente NCAM (verde) en la cápsula de Bowman en las ratas control. En contraste, en la condición 

diabética de 7, 14 y 21 días, la expresión de NCAM en las células de la cápsula de Bowman aumenta 

gradualmente y se observa más homogénea en la cápsula de Bowman. (C) Expresión de Gas1 y NCAM 

en la cápsula de Bowman. (D) Análisis semicuantitativo de la expresión de Gas1 y NCAM en las células 

de la cápsula de Bowman en las ratas control y diabéticas. (E-F) También la expresión 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 Gas1 (rojo), NCAM (verde), DAPI (azul). 

Flechas blancas indican la expresión de Gas1 en la cápsula de Bowman. Línea blanca y punteada delimita 

la cápsula de Bowman en el glomérulo. Escala = 50 µm. CB, cápsula de Bowman. Se muestra el 

promedio ± desviación estándar (DS). El análisis densitométrico se muestra como la densidad relativa 

en unidades arbitrarias (UA) con actina e histona H4 como control de carga. Se muestra la media ± 

desviación estándar (DS). Se realizó el análisis de varianza (ANOVA) de una sola vía. 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). 

 

 

 

 

Figura 22. Las células progenitoras parietales de la cápsula de Bowman expresan Gas1. Se analizó 

por inmunofluorescencia la expresión de Gas1 y NCAM. En los acercamientos (recuadros) se observa 

la co-localización de Gas1 y NCAM en la cápsula de Bowman de ratas control (zonas amarillas). En 

contraste, en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días se observó una muy baja sobreposición de ambas 

proteínas, a consecuencia de la expresión inversa de Gas1 y NCAM en la diabetes. En la 

inmunofluorescencia: Gas1 (rojo), NCAM (verde), DAPI (azul). DBT, diabetes. Círculos blancos 

indican acercamientos de la cápsula de Bowman que muestran la co-localización de Gas1 y NCAM 

(zonas amarillas). Línea blanca y punteada delimita la cápsula de Bowman en el glomérulo. Escala = 40 

µm. Se muestra un experimento representativo (n=3). 
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5. La diabetes aumenta el número de células WT1+ en la cápsula de Bowman 

Para explorar si las células progenitoras parietales de la cápsula de Bowman 

que se han activado en la diabetes se diferencian a podocitos, se analizó la expresión 

de la proteína específica de podocitos WT1 (154) en la cápsula de Bowman (Figura 

24). Para identificar específicamente la expresión de WT1 en la cápsula de Bowman, 

primero se analizó por inmunofluorescencia la expresión de WT1 y CLDN2 (marcador 

usado para delimitar la cápsula de Bowman) (26). En las ratas control, se encontraron 

pocas células WT1+/CLDN2+. En contraste, en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días, 

el número de células WT1+/CLDN2+ aumentó significativamente en comparación con 

el control. Estos resultados indican que las células de la cápsula de Bowman expresan 

el marcador específico de podocitos WT1. Con el objetivo de dilucidar si las células 

progenitoras parietales de la cápsula de Bowman expresan el marcador de podocitos 

WT1, se evaluó la expresión de WT1 y del marcador de célula progenitora renal 

NCAM por inmunofluorescencia (Figura 25 A-B). Se observaron escasas células 

WT1+/NCAM+ en las ratas control, sin embargo, en la condición diabética de 7, 14 y 

21 días, el número de células  WT1+/NCAM+ aumentaron significativamente en 

comparación con el control. Interesantemente, no se identificaron células 

WT1+/NCAM-; demostrando que las células que expresan WT1 en la cápsula de 

Bowman son las células progenitoras parietales NCAM+. Estos resultados sugieren que 

la diabetes promueve la activación y diferenciación de las células progenitoras 

parietales a podocitos en la cápsula de Bowman, y es posible que la proteína Gas1 tenga 

un papel importante en estos procesos.  
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Figura 23. La diabetes favorece la expresión de PAX2 en las células de la cápsula de Bowman. (A) 

Análisis por inmunofluorescencia del factor de transcripción PAX2. (B) Cuantificación de células 

PAX2+/NCAM+ en la cápsula de Bowman en ratas control y diabéticas. Se observó que en las ratas 

control hay 12.9 ± 2.14 células PAX2+/NCAM+. En contraste, durante los primeros 7 días de diabetes, 

el número de células PAX2+/NCAM+ disminuyó significativamente a 6.5 ± 0.207. En el día 14 y 21 de 

diabetes, el número de células se restableció y aumentó de 11.6 ± 1.99 a 18.5 ± 1.05 células 

PAX2+/NCAM+. (C) Análisis por western blot de la expresión de PAX2 en un enriquecido glomerular. 

En la inmunofluorescencia PAX2 (rojo), NCAM (verde), DAPI (azul). Recuadros blancos indican 

acercamientos de células con expresión nuclear PAX2 (rosa) en la cápsula de Bowman. Escala = 50 µm. 

CB, cápsula de Bowman. Se muestra la media ± desviación estándar (DS). Se realizó el análisis de 

varianza (ANOVA) de una sola vía. Prueba pos hoc de Dunett. *p<0.05, **p< 0.01, ***p<0.001. El 

análisis densitométrico se muestra como la densidad relativa en unidades arbitrarias (UA) con histona 

H4 como control de carga. Se muestra un experimento representativo (n=3). 
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Figura 24. La diabetes favorece la expresión de WT1 en las células de la cápsula de Bowman. (A) 

Se analizó por inmunofluorescencia la expresión de WT1 (marcador especifico de podocitos). Se utilizó 

CLDN2 para identificar a las células de la cápsula de Bowman. En las ratas control observamos escasas 

células WT1+ (rosa) en la cápsula de Bowman. En contraste, en las ratas de 7, 14 y 21días con diabetes, 

el número de células WT1+ (flechas blancas) aumentó. (B) Cuantificación de células WT1+/CLDN2+ en 

la cápsula de Bowman en ratas control y diabéticas. (C) Inmunofluorescencia de WT1 y CLDN2. Se 

muestran acercamientos de células WT1+/CLDN2+ en la cápsula de Bowman. En la inmunofluorescencia 

WT1 (rojo), CLDN2 (verde), DAPI (azul). Flechas blancas muestran células WT1+ (rosa) en la cápsula 

de Bowman. Recuadros blancos indican acercamientos de células WT1+/CLDN2+. DBT, diabetes. CB, 

cápsula de Bowman. Escala = 50 µm. Se muestra la media ± desviación estándar (DS). Se realizó el 

análisis de varianza (ANOVA) de una sola vía. 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 específico de podocitos 

WT1 en la cápsula de Bowman son células progenitoras renales, se analizó por (A) inmunofluorescencia 

la expresión de WT1 y del marcador de células progenitoras renales NCAM. Se observaron escasa 

células WT1+/NCAM+ en la cápsula de Bowman en las ratas control. En contraste, en las ratas de 7, 14 

y 21 días de diabetes, el número de células WT1+/NCAM+  aumentó. Estos resultados sugieren que las 

células progenitoras parietales de la cápsula de Bowman expresan WT1. (B) Cuantificación de células 

WT1+/NCAM+ en la cápsula de Bowman en ratas control y diabéticas. (C) Análisis 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 cápsula de Bowman. Recuadros blancos 

indican acercamientos. Línea blanca y punteada delimita la cápsula de Bowman en el glomérulo. DBT, 

diabetes. CB, cápsula de Bowman. Escala = 50 µm. El análisis densitométrico se muestra como la 

densidad relativa en unidades arbitrarias (UA) con actina como control de carga. Se muestra la media ± 

desviación estándar (DS). Se realizó el análisis de varianza (ANOVA) de una sola vía. Prueba pos hoc 

de Dunett. ***p<0.001 y ****p<0.0001. Se muestra un experimento representativo (n=3).  
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6. Expresión de nefrina y dendrina durante la etapa temprana de la nefropatía 

diabética 

Para conocer las condiciones de los podocitos durante los primeros días de 

diabetes, se analizó la expresión de la nefrina y la dendrina (proteínas específicas de 

los podocitos) (12,14) por inmunofluorescencia e inmunoblot. Se encontró que la 

diabetes disminuyó la expresión de nefrina durante los primeros 7 días y se restableció 

a partir de los 14 días de diabetes (Figura 26 A-B). De manera similar, se observó 

mediante western blot, que la expresión de la dendrina también disminuyó 

significativamente en comparación del control a los 7 días de diabetes; pero en el día 

14, la expresión de la dendrina aumentó gradualmente hasta restablecerse por completo 

a los 21 días de diabetes (Figura 26C). Los resultados anteriormente descritos podrían 

indicar que durante los primeros 7 días de diabetes existe una pérdida importante de 

podocitos, ya que se observó una disminución significativa de las proteínas 

podocitarias como WT1 (Figura 25C), nefrina y dendrina. Paradójicamente, la 

expresión de estas proteínas se restableció gradualmente durante los 14 y 21 días de 

diabetes, insinuando la recuperación de podocitos. Como se describió anteriormente, 

los podocitos poseen una nula tasa de proliferación y regeneración; es posible que la 

recuperación de podocitos en la diabetes se asocie fuertemente a la diferenciación de 

células progenitoras parietales de la cápsula de Bowman.  

 

Con el objetivo de confirmar la pérdida y posible recuperación de podocitos; se 

calculó 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 1x106 podocitos/µm3. En contraste, en las ratas con 7 días de diabetes, se observó 

una disminución significativa del 46.2% de la densidad podocitaria en comparación 

con las ratas control, mostrando una densidad estimada de 0.537x106 podocitos/µm3. 

En las ratas con 14 días de diabetes la densidad fue de 0.740x106 podocitos/µm3, 

mostrando una disminución significativa de podocitos en comparación con las ratas 

control. Sin embargo, en comparación con las ratas de 7 días con diabetes, se observó 

un aumento de la densidad de podocitos del 20.3%. Notablemente, la densidad de 

podocitos en las ratas con 21 días de diabetes se restableció por completo, mostrando 
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valores similares a los controles. La densidad de podocitos en este grupo experimental 

fue de 1.122 x106 podocitos/µm3, 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 condición diabética de 7 

días existe una pérdida importante del número podocitos, subsecuente a un aumento 

gradual del número de podocitos a los 14 días de diabetes y a un evidente 

restablecimiento del número de podocitos en la condición diabética de 21 días. Los 

resultados anteriormente descritos sugieren que en las etapas tempranas de la nefropatía 

diabética existe un mecanismo de regeneración de podocitos y es posible que las células 

progenitoras parietales Gas1+ de la cápsula de Bowman estén involucradas. 

 

Con base en los resultados anteriormente descritos, se propone que la diabetes 

favorece la disminución de la expresión de la proteína Gas1 en las células progenitoras 

parietales de la cápsula de Bowman, induciendo que las células progenitoras parietales, 

que en condiciones normales se encuentran en un estado quiescente, inicien sus 

procesos de activación y reprogramación para poder diferenciarse a podocitos y 

compensar así la pérdida significativa de podocitos que se observó durante los primeros 

7 días de diabetes, como un mecanismo de regeneración temprano. Esto sugiere que la 

proteína Gas1 mantiene en un estado inactivo a las células progenitoras parietales de la 

cápsula de Bowman en condiciones normales; pero en hiperglucemia, la disminución 

de la expresión de Gas1 en la cápsula de Bowman podría ser considerada como una 

señal de instrucción celular para que las células progenitoras parietales se activen y 

elijan un linaje celular especifico de diferenciación, siendo su destino final la 

diferenciación a podocitos. 
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Figura 26. Expresión de nefrina y dendrina en las etapas tempranas de la diabetes. (A-B) La 

expresión de la nefrina se analizó por inmunofluorescencia y western blot. Los resultados en ambas 

técnicas muestran una disminución significativa en la expresión de nefrina en las ratas con 7 días de 

diabetes. En los grupos de ratas diabéticas de 14 y 21 días, la expresión de la nefrina se recuperó en 

comparación con las ratas diabéticas de 7 días pero sin ningún cambio en comparación con las ratas 

control. (C) Análisis por western blot de la expresión de la dendrina. Observamos un patrón de expresión 

muy similar a la nefrina. La expresión de la dendrina disminuye significativamente en las ratas diabéticas 

de 7 días y comienza a aumentar en las ratas diabéticas de 14 días, restableciéndose por completo la 

expresión de la dendrita en las ratas diabéticas de 21 días. (D) Estimación 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 

µm. El análisis densitométrico se muestra como la densidad relativa en unidades arbitrarias (UA) con 

histona H4 como control de carga. Se muestra la media ± desviación estándar (DS). Se realizó el análisis 

de varianza (ANOVA) de una sola vía. 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 proliferación de células parietales de la cápsula de 

Bowman 

Estudios previos han descrito la función de Gas1 en el arresto celular en las 

células del sistema nervioso (155). En este trabajo, se realizó un ensayo por ELISA 

para Gas1 y el análisis por inmunoblot del antígeno nuclear de las células en 

proliferación (PCNA), ambos en enriquecidos glomerulares de ratas control y 

diabéticas. Se encontró que la concentración de Gas1 en las células glomerulares 

disminuyó significativamente a los 7 días de diabetes (0.136 pg/µg ± 0.0305) en 

comparación con el control (0.260 pg/µg ± 0.01). Sin embargo, a los días 14 y 21 de 

diabetes se restableció la concentración de Gas1 (0.226 pg/µg ±0.020 y 0.25 pg/µg 

±0.01) sin existir diferencias significativas con la concentración de la condición control 

(Figura 27A). En el análisis por western blot de PCNA, se observó que a los 7 días de 

diabetes, cuando la concentración de Gas1 disminuye, la expresión de PCNA aumenta 

significativamente en comparación con el control. A los 14 y 21 días de diabetes, 

cuando la expresión de Gas1 se restableció, se observó que la expresión de PCNA 

disminuyó en comparación con el día 7 de diabetes (Figura 27C). También se analizó 

la expresión de Gas1 y Ki67 (marcador de proliferación celular) por 

inmunofluorescencia en la estructura glomerular (Figura 27B), donde se observó el 

mismo patrón de expresión antes descrito, en la condición control donde existe una 

expresión homogénea de Gas1, no se observan células glomerulares proliferativas 

Ki67+. En contraste a los 7 días de diabetes, donde la expresión de Gas1 disminuye, se 

observó notablemente un aumento de células Ki67+. En los días 14 y 21 de diabetes, 

hay un restablecimiento gradual de la expresión de Gas1 en el glomérulo y se observa 

una disminución progresiva de las células Ki67+. Estos hallazgos muestran que existe 

una expresión inversa o diferencial entre Gas1 y los marcadores de proliferación PCNA 

y Ki67, sugiriendo que Gas1 podría tener un papel sobre la proliferación de células 

glomerulares durante la diabetes. 

 

Para explorar si la diabetes favorece la proliferación de las células epiteliales 

parietales de la cápsula de Bowman, se analizó por inmunofluorescencia la expresión 

del marcador de proliferación celular, Ki67 y CLDN2 (utilizado para delimitar la 
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cápsula de Bowman) (Figura 28). Se observó que en las ratas control no hay células 

Ki67+/CLDN2+. En contraste, a los 7, 14 y 21 días de diabetes, el número de células 

Ki67+/CLDN2+ aumentó significativamente en comparación con el control. Estos 

resultados indican que la diabetes favorece la proliferación de las células de la cápsula 

de Bowman. Para explorar si la diabetes también induce la proliferación de las células 

progenitoras parietales de la cápsula de Bowman, se analizó por inmunofluorescencia 

la expresión de Ki67 y del marcador de las células progenitoras renales NCAM (Figura 

29A). Se encontró que en la condición control hay escasas células NCAM+, pero 

ninguna Ki67+. Durante los días 7, 14 y 21 de diabetes, el número de células 

NCAM+/Ki67+ aumentó significativamente en comparación con el control, sugiriendo 

que la diabetes también induce la proliferación de las células progenitoras parietales de 

la cápsula de Bowman. Esto se confirmó con la cuantificación de células 

NCAM+/Ki67+  en la cápsula de Bowman (Figura 29B). 

 

Con el objetivo de conocer si la disminución de la expresión de Gas1 en la 

diabetes guarda una relación con la proliferación de las células de la cápsula de 

Bowman, se realizó un coeficiente de correlación de Pearson de la expresión de Gas1 

y el número de células epiteliales parietales y parietales progenitoras en proliferación 

(Ki67+) en la cápsula de Bowman. Tanto en las células parietales (CLDN2+) como en 

la subpoblación de células progenitoras parietales (NCAM+) de la cápsula de Bowman, 

se encontró un coeficiente de correlación de -0.9524 y -0.9584, respectivamente, 

indicando una relación inversa en proporción constante entre la expresión de Gas1 y la 

proliferación celular en la cápsula de Bowman (Figura 28C y 29C). Con base en los 

resultados antes descritos se sugiere que la proteína Gas1 podría tener un papel 

importante como modulador endógeno de la proliferación de células parietales de la 

cápsula de Bowman. 
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Figura 27. La proliferación de células glomerulares y la expresión de Gas1 en las etapas tempranas 

de la diabetes. (A) Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) de la proteína Gas1 en un 

enriquecido glomerular. (B) Análisis por inmunofluorescencia de la expresión de Gas1 y el factor de 

proliferación celular Ki67. En el panel superior se observa la expresión de Gas1 (rojo) en el glomérulo. 

En la condición control se observa una fuerte expresión de Gas1 en la zona visceral. En contraste, en las 

ratas con 7 días de diabetes la expresión de Gas1 disminuyó notablemente en ésta zona, pero en las ratas 

de 14 y 21 días de diabetes se observó un aumento gradual de la expresión de Gas1 en la zona visceral 

o interna del glomérulo. En el panel inferior se observa la expresión nuclear de Ki67 (rosa) en el 

glomérulo. En la condición control no se observaron células Ki67+. En contraste, en las ratas diabéticas 

de 7 días se observaron abundantes células Ki67+ en la zona visceral glomerular. En las ratas diabéticas 

de 14 y 21 días, disminuyó el número de células Ki67+. De manera general, se observó una expresión 

inversa entre Gas1 y Ki67 en las células glomerulares. (C) Western blot de PCNA en un enriquecido 

glomerular. En la inmunofluorescencia Gas1 (rojo), Ki67 (rosa) y DAPI (azul). Líneas blancas y 
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punteadas demarcan glomérulos. Escala = 50 µm. Se muestra la media ± desviación estándar (DS). Para 

el análisis por ELISA se utilizó como control positivo células NIH 3T3 con medio sin suero y como 

control negativo células NIH·3T3 con suero. El análisis densitométrico se muestra como la densidad 

relativa en unidades arbitrarias (UA) con actina como control de carga. Se realizó el análisis de varianza 

(ANOVA) de una sola vía. Prueba pos hoc de Dunett. *p<0.05, **p< 0.01 y ****p<0.0001. Se muestra 

un experimento representativo (n=3). 

 

 

Figura 28. La diabetes favorece la proliferación de las células parietales de la cápsula de Bowman. 

(A) Análisis por inmunofluorescencia de la expresión de Ki67 y CLDN2 en las células de la cápsula de 

Bowman. (B) Cuantificación de células Ki67+/CLDN2+ en la cápsula de Bowman en ratas control y 

diabéticas. (C) Coeficiente de correlación de Pearson de la expresión de Gas1 y Ki67 en la cápsula de 

Bowman. En la inmunofluorescencia Ki67 (rojo), CLDN2 (verde), DAPI (azul). Recuadros blancos 

muestran acercamientos de células Ki67+ en la cápsula de Bowman. DBT, diabetes. CB, cápsula de 

Bowman. Líneas blancas y punteadas demarcan glomérulos. Escala = 50 µm. Se muestra la media ± 

desviación estándar (DS). Se realizó el análisis de varianza (ANOVA) de una sola vía. 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 proliferación de las células progenitoras parietales NCAM + de 

la cápsula de Bowman. (A) Análisis por inmunofluorescencia de la expresión de Ki67 y NCAM en las 

células de la cápsula de Bowman. (B) Cuantificación de células Ki67+/NCAM+ en la cápsula de Bowman 

en ratas control y diabéticas. (C) Coeficiente de correlación de Pearson de la expresión de Gas1 y la 

expresión de Ki67 en células NCAM+ de la cápsula de Bowman. En la inmunofluorescencia  Ki67 (rojo), 

NCAM (verde), DAPI (azul). Recuadros blancos muestran acercamientos de células Ki67 + en la cápsula 

de Bowman. DBT, diabetes. CB, cápsula de Bowman. Líneas blancas y punteadas demarcan glomérulos. 

Escala = 50 µm. Se muestra la media ± desviación estándar (DS). Se realizó el análisis de varianza 

(ANOVA) de una sola vía. Prueba pos hoc de Dunett. **p< 0.01 y ***p<0.001. Se muestra un 

experimento representativo (n=3).  
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8. Expresión de Gas1 en otros segmentos de la nefrona 

En el riñón, la expresión de la proteína Gas1 ha sido descrita únicamente en el 

glomérulo, específicamente en las células mesangiales (130,131); mostrando un 

análisis parcial de la expresión de Gas1 en las células renales. Por lo anterior, se decidió 

explorar la expresión de Gas1 en otros segmentos de la nefrona como los podocitos, 

las células del túbulo proximal y en la nefrona distal en condiciones normales y en las 

etapas tempranas de la diabetes. Para evaluar si los podocitos expresan Gas1 se analizó 

por inmunofluorescencia la expresión de Gas1 y de nefrina (proteína específica del 

diafragma en hendidura de los podocitos) (Figura 30A). No se observó co-localización 

de Gas1 y nefrina ni en las ratas control ni en los grupos de ratas diabéticas de 7, 14 y 

21 días. Sin embargo, se observó que muy cerca de la expresión de nefrina y de los 

núcleos celulares (DAPI+) hay expresión de Gas1 tanto en las condiciones normales 

como en la diabetes, sugiriendo que Gas1 podría 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 expresión de Gas1 

en las células del túbulo proximal, se realizó una inmunofluorescencia de Gas1 y de 

dipeptidil peptidasa 4 (DPP4) (Figura 31). La DPP4 se utilizó como marcador 

especifico del túbulo proximal. Se encontró que Gas1 y DPP4 no co-localizan ni en la 

condición control ni en la condición diabética de 7, 14 y 21 días. Estos resultados 

demuestran que las células del túbulo proximal no expresan a la proteína Gas1. 

 

La nefrona distal es la porción de la nefrona que comienza con la parte terminal 

del asa ascendente de Henle, continúa con el túbulo distal y termina en los túbulos 

colectores (156) (Figura 32A). Para explorar si la proteína Gas1 se expresa en la 

nefrona distal, se analizó por inmunofluorescencia la expresión de Gas1 y de claudina-

8 (CLDN8). La CLDN8 es una proteína de la unión estrecha específica de los 

componentes celulares de la nefrona distal (19,141) (Figura 32B). Se observó que tanto 

en las ratas control como en los grupos de ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días hay co-

localización de Gas1 y CLDN8. Estos resultados sugieren que los componentes de la 

nefrona distal expresan a Gas1.    
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Figura 30. Expresión de Gas1 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 días. (B) Esquema 

representativo de la morfología de los podocitos. (C) Acercamiento de zonas glomerulares con expresión 

de Gas1-nefrina-DAPI. En inmunofluorescencia Gas1 (rojo), nefrina (verde), DAPI (azul). DBT, 

diabetes. Líneas blancas y punteadas demarcan glomérulos. Escala = 50 µm. Se muestra un experimento 

representativo (n=3). 
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Figura 31. Las células del túbulo proximal no expresan Gas1. Análisis por inmunofluorescencia de 

la expresión de Gas1 y dipeptidil peptidasa-4 (DPP4). No se observa co-localización ni de Gas1 ni DPP4 

en las ratas control y diabéticas de 7, 14 y 21 días. Línea blanca punteada delimita la estructura tubular. 

Las fechas blancas indican túbulos proximales DPP4+. DBT, diabetes. En la inmunofluorescencia Gas1 

(rojo), DPP4 (verde), DAPI (azul). Escala = 50 µm. Se muestra un experimento representativo (n=3). 
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Figura 32. Expresión de Gas1 en la nefrona distal. (A) Esquema representativo de la nefrona distal. 

(B) Análisis por inmunofluorescencia de la expresión de Gas1 y claudina-8 (CLDN8). Se encontró que 

tanto en los grupos de ratas control como en los grupos de ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días Gas1 y 

CLDN8 co-localizan. Esto sugiere que Gas1 se expresa en esta zona renal. En la inmunofluorescencia 

Gas1 (rojo), CLDN8 (verde), DAPI (azul). Línea blanca punteada delimita la estructura tubular. DBT, 

diabetes. Escala = 50 µm. Se muestra un experimento representativo (n=3). 
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9. Expresión de Gas1 en el túbulo distal 

Previamente, se describió la expresión de Gas1 en la nefrona distal. Para 

confirmar que las células del túbulo distal expresan específicamente a la proteína Gas1 

en condiciones normales y en diabetes, se analizó por inmunofluorescencia la expresión 

de Gas1 y de calbindina (CALB), un marcador específico del túbulo distal (Figura 33) 

(157). Se encontró que Gas1 y CALB co-localizan en los túbulos renales de las ratas 

control y las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días. Posteriormente, se obtuvo una fracción 

enriquecida de túbulos distales de las ratas control y diabéticas por gradiente de Percoll 

(Figura 34 A-B) para analizar la expresión de Gas1 por western blot y ELISA. En el 

análisis por western blot se encontró que hay expresión de Gas1 en las ratas control. 

En contraste, en las ratas diabéticas de 7 días, la expresión de Gas1 disminuyó 

significativamente, pero en los enriquecidos tubulares de ratas diabéticas de 14 y 21 

días, se observó un aumento significativo en comparación con el control (Figura 34D). 

De manera similar al western blot, en el análisis por ELISA (Figura 34C) se observó 

expresión de Gas1 en las ratas control (0.326 ± 0.090 pg/µg), seguida de una 

disminución significativa en las ratas diabéticas de 7 días (0.210 ± 0.020 pg/µg). En 

contraste, en las ratas diabéticas de 14 días se encontró un aumento gradual de Gas1 

(0.573 ± 0.041 pg/µg) y una subsecuente sobreexpresión (0.936 ± 0.0057 pg/µg) en las 

ratas diabéticas de 21 días en comparación con el grupo control, respectivamente. Estos 

hallazgos demuestran que las células del túbulo distal expresan Gas1 en condiciones 

normales y en las etapas tempranas de la diabetes.  

 

Anteriormente, se describió la expresión de Gas1 en las células progenitoras 

parietales de la cápsula de Bowman. Con el objetivo de explorar si el túbulo distal 

maduro posee células progenitoras que expresen Gas1 se analizó la expresión de Gas1 

y CD24 (un marcador célula progenitora renal) por inmunofluorescencia (Figura 35A). 

Se encontró que Gas1 y CD24 co-localizan en los túbulos de ratas control y de las ratas 

diabéticas de 7, 14 y 21 días. Estos resultados sugieren que las células del túbulo distal 

de riñones maduros de rata poseen células progenitoras y que expresan Gas1 en 

condiciones normales y en las etapas tempranas de la diabetes. Para confirmar estos 

hallazgos, se evaluó la expresión de CD24 por western blot en fracciones enriquecidas 
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de túbulos distales (Figura 35B). Se encontró un patrón de expresión de CD24 muy 

similar al de Gas1 obtenido por western blot y ELISA. Se observó la expresión de 

CD24 en las fracciones tubulares de las ratas control, pero en las ratas diabéticas de 7 

días, la expresión de CD24 disminuyó significativamente. Por otro lado, se observó 

que en las fracciones tubulares de ratas diabéticas de 14 y 21 días la expresión de CD24 

aumentó significativamente en comparación con el grupo control. Los hallazgos 

anteriormente descritos demuestran por vez primera que las células del túbulo distal 

expresan Gas1 en condiciones normales y en diabetes. También sugieren que el túbulo 

distal maduro posee una población de células progenitoras al expresar el marcador 

específico CD24+ (Figura 35C). 

 

 

Figura 33. Expresión de Gas1 en las células del túbulo distal. Análisis por inmunofluorescencia de 

la expresión de Gas1 y calbindina (CALB). Se encontró que tanto en los grupos de ratas control como 

en los grupos de ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días, Gas1 y CALB co-localizan. En el último panel 

(derecha) se muestra un acercamiento de la co-localización de Gas1 y CALB (amarillo) tanto en la 

condición control como en diabetes. En la inmunofluorescencia Gas1 (rojo), CALB (verde), DAPI 

(azul). La línea blanca punteada delimita la estructura tubular. Las fechas blancas indican las zonas de 

los acercamientos mostrados en el último panel de la derecha. DBT, diabetes. Escala = 50 µm. Se 

muestra un experimento representativo (n=3).  
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Figura 34. Expresión de Gas1 en fracciones enriquecidas con túbulos distales. (A) Esquema 

representativo del gradiente de Percoll y obtención de túbulos distales y proximales. (B) Para evaluar la 

pureza de las facciones tubulares aisladas se analizó por western blot la expresión de claudina 2 

(CLDN2) en las fracciones obtenidas de túbulos proximales y túbulos distales. La proteína de la unión 

estrecha CLDN2 es abundante en los túbulos proximales. Se encontró que en las fracciones de túbulos 

distales, la expresión de CLDN2 está ausente. En contraste, en las fracciones aisladas de túbulos 

proximales se observó expresión de CLDN2. Para confirmar que las fracciones de túbulos distales son 

específicas, se analizó por western blot la expresión de claudina-8 (CLDN8). CLDN8 es una proteína 

profusa y especifica de los túbulos distales. En las fracciones aisladas de los túbulos distales de ratas 

control y diabéticas, se observó de manera consistente la expresión de CLDN8. Estos resultados 

demuestran que las fracciones aisladas son puras y enriquecidas en túbulos distales de ratas. (C) Análisis 

por ELISA de Gas1 en un enriquecido de túbulos distales. (D) Análisis por western blot de Gas1. Para 

el análisis por ELISA se utilizó como control positivo células NIH 3T3 con medio sin suero y como 

control negativo células NIH·3T3 con suero. El análisis densitométrico se muestra como la densidad 

relativa en unidades arbitrarias (UA) con actina como control de carga. Se muestra la media ± desviación 

estándar (DS). Se realizó el análisis de varianza (ANOVA) de una sola vía. Prueba pos hoc de Dunett. 

*p<0.05, ***p< 0.001 y ****p<0.0001. Se muestra un experimento representativo (n=3). 



 Cinvestav                                                                             Departamento de Farmacología 

 

 
 

70 

 

Figura 35. Expresión de marcadores de células progenitoras en los túbulos distales de rata adulta. 

(A) Análisis por inmunofluorescencia de la expresión de Gas1 y del marcador de células progenitoras 

CD24 en las ratas control y en las ratas diabéticas de 7,14 y 21días. Se encontró co-localización de Gas1 

y CD24 en condiciones control y diabéticas. (B) Expresión por western blot de CD24 en fracciones 

enriquecidas de túbulos distales. (C) Los hallazgos anteriormente descritos sugieren que las células del 

túbulo distal expresan Gas1 en condiciones normales y en diabetes. También sugieren que el túbulo 

distal maduro posee una población de células progenitoras ya que expresan el marcador específico CD24. 

En la inmunofluorescencia se muestra a Gas1 (rojo), CD24 (verde) y DAPI (azul). Líneas blancas y 

punteadas delimitan túbulos distales. Asteriscos blancos indican otras estructuras tubulares. DBT, 

diabetes. Escala = 50 µm. El análisis densitométrico se muestra como la densidad relativa en unidades 

arbitrarias (UA) con actina como control de carga. Se muestra la media ± desviación estándar (DS). Se 

realizó el análisis de varianza (ANOVA) de una sola vía. Prueba pos hoc de Dunett. *p<0.05 y 

****p<0.0001. Se muestra un experimento representativo (n=3).  
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10. Expresión de Gas1 en las células principales del túbulo colector 

Para evaluar la expresión de Gas1 que el túbulo colector, componente terminal 

de la nefrona distal, se analizó la expresión de Gas1 y CLDN8 por inmunofluorescencia 

en la médula, zona renal donde abundan los túbulos colectores. La 

inmunofluorescencia se realizó en cortes de tejido renal de ratas sanas y ratas diabéticas 

de 7, 14 y 21 días. Se encontró que claudina-8 y Gas1 co-localizan. La expresión de Gas1 

se detectó tanto en la membrana celular como en el citoplasma de los túbulos colectores 

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

 

También se observó un patrón de expresión heterogéneo de Gas1 entre las 

células, es decir, se encontró que unas células expresan Gas1 y otras no (Figura 36B). 

Estos resultados son interesantes, ya que el túbulo colector se caracteriza por poseer 

dos tipos de células epiteliales: las células principales y las células intercaladas. Ambas 

poblaciones celulares son morfológica y funcionalmente distintas. La función 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 regulación de la homeostasis ácido-base; una de sus proteínas 

importantes es la bomba de protones vacuolar (V-ATPasa), que acidifica el medio 

intracelular mediante la introducción de protones (158,159) (Figura 37A). Para 

determinar si Gas1 se expresa de manera específica en alguna de las poblaciones 

celulares del túbulo colector, se realizó una inmunofluorescencia de Gas1 y AQP2 en 

tejido renal para explorar la expresión de Gas1 en las células principales. Se encontró 

que Gas1 y AQP2 co-localizan en las ratas control y en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 

días (Figura 37B). Estos resultados sugieren que Gas1 se expresa en las células 

principales del túbulo colector. Para un análisis más preciso, se realizó una disección 

manual de túbulos colectores de ratas sanas y ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días (Figura 

38). Se analizó la expresión de Gas1 y AQP2 por inmunofluorescencia en los túbulos 

aislados y se encontró que Gas1 y AQP2 co-localizan en los túbulos de las ratas control 

y en las ratas diabéticas. No se observó expresión de Gas1 en otras zonas del túbulo 

colector que no expresaran AQP2. Los resultados anteriormente descritos confirman la 
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expresión de Gas1 en el túbulo colector y revelan que las células principales expresan 

específicamente a Gas1 en las condiciones control y en diabetes. 

 

 
Figura 36. Expresión de Gas1 en el túbulo colector. Análisis por inmunofluorescencia de Gas1 y 

CLDN8 en la zona medular. (A) Se encontró que tanto en los grupos de ratas control como en los grupos 

de ratas diabéticas de 7,14 y 21 días, Gas1 y CLDN8 co-localizan. Se observó la expresión de Gas1 en 

la membrana celular y en el citoplasma. (B) También se encontró una expresión heterogénea de Gas1 

entre las células. Unas células expresan Gas1 y otras no. En los acercamientos se aprecia a detalle que 

hay células que expresan Gas1 en la membrana y en el citoplasma y células vecinas no. En la 

inmunofluorescencia Gas1 (rojo), CLDN8 (verde), DAPI (azul). Círculos blancos punteados señalan 

células Gas1+. Las flechas blancas apuntan a células que no expresan Gas1. DBT, diabetes. Escala = 50 

µm. Se muestra un experimento representativo (n=3).  
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Figura 37. Expresión de Gas1 en las células principales del túbulo colector. (A) Esquema 

representativo del túbulo colector. El túbulo colector se caracteriza por poseer dos tipos celulares: células 

principales (AQP2+) y células intercaladas (V-ATPasa+), las cuales son morfológica y funcionalmente 

distintas. Para identificar si alguno de estos dos tipos celulares del túbulo colector, expresa 

específicamente a Gas1, (B) se analizó por inmunofluorescencia la expresión de Gas1 y AQP2 en el 

tejido renal de ratas sanas y diabéticas de 7, 14 y 21 días. Se encontró que Gas1 y AQP2 co-localizan en 

los grupos control y diabéticos, sugiriendo que las células principales expresan Gas1. En la 

inmunofluorescencia Gas1 (rojo), AQP2 (verde), DAPI (azul). Recuadros blancos indican  

acercamientos de células Gas1+/AQP2+ (zonas amarillas). DBT, diabetes. Escala = 50 µm. Se muestra 

un experimento representativo (n=3). 
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Figura 38. Confirmación de la expresión de Gas1 en las células principales en túbulos colectores 

aislados. Para confirmar la expresión de Gas1 en los túbulos colectores, se realizó una disección manual 

de túbulos colectores en riñones maduros de ratas control y ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días. Se analizó 

por inmunofluorescencia la expresión de Gas1 y AQP2 en los túbulos aislados. Se encontró que Gas1 y 

AQP2 co-localizan en la condición control y en la diabetes, confirmando la expresión de Gas1 en el 

túbulo colector, específicamente en las células principales. En la inmunofluorescencia Gas1 (rojo), 

AQP2 (verde), DAPI (azul). Las fechas blancas indican células Gas1+/AQP2+ (zonas amarillas). DBT, 

diabetes. Escala = 50 µm. Se muestra un experimento representativo (n=3). 

 

Para corroborar los resultados previos sobre la expresión de Gas1 en las células 

principales, se decidió explorar si las células intercaladas expresan igualmente Gas1. 

Se analizó por inmunofluorescencia la expresión de Gas1 y de la bomba de protones 

vacuolar (V-ATPasa), proteína de las células intercaladas (Figura 39). La 

inmunofluorescencia se realizó en el tejido renal de ratas control y de ratas diabéticas 

de 7, 14 y 21 días. Tanto en la condición control como en la condición diabética de 7, 

14 y 21 días se encontró que Gas1 y V-ATPasa no co-localizan, sugiriendo que las 

células intercaladas no expresan a la proteína Gas1. 
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Figura 39. Análisis de la expresión de Gas1 en las células intercaladas del túbulo colector. 

Inmunofluorescencia de Gas1 y V-ATPasa en cortes de tejido renal de ratas controles y diabéticas de 7, 

14 y 21 días. V-ATPasa es un marcador específico de las células intercaladas. Se encontró que Gas1 y 

V-ATPasa no co-localizan en las ratas controles y diabéticas. En la inmunofluorescencia Gas1 (rojo), V-

ATPasa (verde), DAPI (azul). Los círculos blancos indican acercamientos que se observan a detalle en 

el recuadro superior derecho. DBT, diabetes. Escala = 50 µm. Se muestra un experimento representativo 

(n=3). 

 

11. Expresión de Gas1 en las células intercaladas y presencia de células 

intermedias en el túbulo colector en la diabetes 

 Para confirmar los resultados previos, se realizó la inmunofluorescencia de 

Gas1 y V-ATPasa en túbulos colectores aislados (Figura 40) y se observó que en la 

condición control Gas1 y V-ATPasa no co-localizan. De manera similar, en la 

condición diabética la mayor parte de las células no presenta co-localización de Gas1 

y V-ATPasa. Sin embargo, se observó un fenómeno muy interesante, algunas células 

muestran una co-localización tenue y parcial de Gas1 y del marcador de célula 

intercalada, V-ATPasa, denominándolas como células intermedias (Figura 41). Por lo 
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anterior, se realizó la cuantificación de células principales Gas1+, células intercaladas 

V-ATPasa+ y células intermedias Gas1+/V-ATPasa+ (Figura 42A) en condiciones 

normales y en diabetes. Los resultados de la cuantificación muestran que en la 

condición diabética de 7, 14 y 21 días hay una disminución gradual y significativa del 

número de células intercaladas V-ATPasa+ (Figura 42C), así como el aumento de 

células principales Gas1+ con una pequeña oscilación a la baja a los 14 días de diabetes 

(Figura 42B). También se observó que el número de células intermedias Gas1+/V-

ATPasa+ (Figura 42D) aumentó en las ratas diabéticas (día 7, 11.3 ± 1.52 células; día 

14, 7.6 ± 2.08 células; día 21, 11.6 ± 3.78 células) en comparación 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 túbulo colector y su potencialidad para diferenciarse a células intercaladas 

en modelos de daño tubular por litio y depleción de potasio. Los hallazgos 

anteriormente descritos muestran que existe una pérdida significativa de células 

intercaladas V-ATPasa+ en la condición diabética de 7, 14 y 21 días; es posible que 

ante esta condición fisiológica, las células principales Gas1+ comiencen un proceso de 

diferenciación a célula intercalada para poder compensar la pérdida de células por la 

hiperglucemia. Probablemente, las células que se observaron con marca de Gas1+/V-

ATPAsa+ (células intermedias) son células principales Gas1+ en un paso intermedio en 

su  proceso de diferenciación a células intercaladas V-ATPasa+, sugiriendo que las 

células intercaladas no expresan Gas1.  
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Figura 40. Las células intercaladas no expresan a Gas1. Se analizó por inmunofluorescencia la 

expresión de Gas1 y V-ATPasa en túbulos colectores aislados de ratas sanas y ratas diabéticas de 7, 14 

y 21 días. Se observó que en la condición control y diabética, predominantemente las células intercaladas 

V-ATPasa+ no expresan Gas1. En los acercamientos se observa a detalle cómo en la condición control 

y en la diabetes hay células V-ATPasa+ y células Gas1+ adyacentes. En la inmunofluorescencia Gas1 

(rojo), V-ATPasa (verde), DAPI (azul). Los círculos blancos muestran acercamientos de células 

intercaladas V-ATPasa+ y células principales Gas1+. CTRL, control. DBT, diabetes. Escala = 20 µm. Se 

muestra un experimento representativo (n=3).  
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Figura 41. Células intermedias Gas1+/V-ATPasa+ en el túbulo colector en diabetes. Aunque la 

mayoría de las células intercaladas V-ATPasa+ no expresan Gas1, se encontraron algunas células 

Gas1+/V-ATPasa+ en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días. En los acercamientos se observa que en el 

grupo control, las células intercaladas V-ATPasa+ no expresan Gas1, pero en los grupos de ratas 

diabéticas se observaron algunas células V-ATPasa+/Gas1+. En la inmunofluorescencia Gas1 (rojo), V-

ATPasa (verde), DAPI (azul). Los círculos blancos muestran acercamientos de células intermedias V-

ATPasa+/Gas1+ (amarillo). DBT, diabetes. Escala = 20µm. Se muestra un experimento representativo 

(n=3).  

  



 Cinvestav                                                                             Departamento de Farmacología 

 

 
 

79 

 
Figura 42. Cuantificación de células principales, células intercaladas y células intermedias del 

túbulo colector en etapas tempranas de la diabetes. (A) Esquema representativo de la población 

celular en el túbulo colector. En el análisis por inmunofluorescencia en túbulos colectores aislados, se 

encontró que en la condición control hay células principales que expresan Gas1+ (rojo) y células 

intercaladas que expresan V-ATPasa+ (verde). En la condición diabética de 7, 14 y 21 días, se siguen 

observando células principales Gas1+, células intercalas V-ATPasa+, pero en una menor proporción se 

encontraron células que co-expresan a Gas1+ y V-ATPasa+ (amarillo), denominándolas células 

intermedias. (B) Cuantificación de células principales Gas1+, (C) células intercaladas V-ATPasa+ y (D) 

células intermedias Gas1+/V-ATPasa+ en túbulos colectores aislados de ratas control y ratas diabéticas. 

Se muestra la media ± desviación estándar (DS). Se realizó el análisis de varianza (ANOVA) de una sola 

vía. 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 túbulo colector expresan marcadores de célula 

progenitora CD24 y CD133 

Se ha descrito la presencia de células progenitoras mesénquimales (células-

MSC) en el túbulo 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 túbulo colector, expresan marcadores de célula progenitora en riñón maduro in vivo. 

Anteriormente, en las células parietales de la cápsula de Bowman y en las células del 

túbulo distal se ha observado una relación entre la expresión de Gas1 y la de marcadores 

de las células progenitoras renales. Con el objetivo de investigar si las células 

principales AQP2+ (que también expresan Gas1) muestran algún componente de célula 

progenitora, se analizó por inmunofluorescencia la expresión de AQP2 y CD24 

(marcador de célula progenitora renal) en ratas control y en ratas diabéticas de 7, 14 y 

21 días (Figura 43). Se encontró que las células principales del túbulo colector AQP2+ 

expresan CD24 tanto en condiciones normales como en la diabetes. En los 

acercamientos se aprecia a detalle la co-localización de AQP2 y CD24 (zonas 

amarillas). También se analizó la expresión de AQP2 y CD133 (Figura 44A). En la 

inmunofluorescencia se observó la co-localización de ambas proteínas. De importancia 

es que en los acercamientos se observa con más precisión como las células AQP2+ co-

expresan CD133 y las células que no expresan AQP2 (células intercaladas) no tienen 

ninguna expresión de CD133 (Figura 44B), demostrando que las únicas 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). También sugieren que las células principales 

pueden tener un papel bifuncional en el túbulo colector: uno, como célula epitelial 

encargada del balance hídrico 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. Análisis por 

inmunofluorescencia de la expresión 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 21días. En los acercamientos 

se observa a detalle la expresión de CD24 en las células principales AQP2+ (zonas amarillas). En la 

inmunofluorescencia CD24 (rojo), AQP2 (verde), DAPI (azul). Los círculos blancos indican 

acercamientos. Línea blanca punteada delimitan a los túbulos colectores. DBT, diabetes. Escala = 50µm. 

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 encontró que AQP2 y CD133 co-localizan en las ratas control y en las ratas diabéticas 

de 7, 14 y 21 días. (B) Se observa a detalle como las células principales AQP2+ expresan específicamente 

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 círculos blancos indican acercamientos. Línea blanca punteada 

delimitan a los túbulos colectores. Asterisco señala la luz tubular. Flechas blancas indican  células 

intercaladas AQP2- y CD133-. DBT, diabetes. Escala = 50µm. Se muestra un experimento representativo 

(n=3). 
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13. Expresión de Gas1, AQP2, CD24 y V-ATPase en fracciones enriquecidas de 

túbulos colectores de ratas control y diabéticas  

Para realizar un estudio completo de la expresión de Gas1 en los túbulos 

colectores, se analizó mediante western blot a la proteína Gas1 en fracciones 

enriquecidas de túbulos colectores obtenidas de ratas adultas sanas y diabéticas de 7, 

14 y 21 días (Figura 45A). Tanto en la condición normal como en la diabetes, se 

encontró expresión de Gas1, confirmando los resultados previos obtenidos por 

inmunofluorescencia (Figura 45B). También se evaluó la expresión de AQP2 y CD24 

por western blot (Figura 45 C-D). Se encontró la expresión de ambas proteínas en las 

fracciones de túbulos colectores de las ratas control. En contraste, en las fracciones 

tubulares de las ratas diabéticas de 14 días, se observó una tendencia a disminuir la 

expresión de ambas proteínas acompañada de una sobreexpresión de AQP2 y CD24 en 

las ratas diabéticas de 21 días, respectivamente. Se encontró un patrón de expresión 

similar entre AQP2, CD24 y Gas1 en el análisis por western blot, que puede estar 

indicando que estas proteínas se encuentran localizadas en un mismo tipo celular. Esto 

apoya los resultados anteriores por inmunofluorescencia, las células principales AQP2+ 

expresan específicamente a Gas1 y a los marcadores de célula progenitoras CD24 y 

CD133. 

 

De igual manera, se evaluó por western blot la expresión de V-ATPasa (Figura 

45E). Se observó una disminución significativa de V-ATPasa en las fracciones 

tubulares de ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días en comparación con las ratas control. 

Previamente, se cuantificó a las células intercaladas V-ATPasa+ en condiciones control 

y en diabetes (Figura 42C). Se encontró que el número de células V-ATPasa+ 

disminuyó significativamente en las ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días en comparación 

con las ratas control (ratas control, 22 ± 1 células; ratas diabéticas de 7 días, 15.6 ± 0.57 

células; ratas diabéticas de 14 días, 11 ± 1 células; ratas diabéticas de 21 días, 12.6 ± 

1.15 células). Estos resultados sugieren que existe una pérdida severa o daño de células 

intercaladas en las etapas tempranas de la diabetes.  
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Figura 45. Expresión de Gas1 en un enriquecido medular de túbulos colectores. (A) Esquema 

representativo de la obtención del enriquecido de túbulos colectores. Los túbulos colectores abundan en 

la zona medular del riñón, por lo que se disecó la médula de riñones maduros de ratas control y de ratas 

diabéticas de 7, 14 y 21 días. Para confirmar que la fracción medular está enriquecida con túbulos 

colectores, se realizó un western blot para detectar claudina-4 (CLDN4) en las fracciones obtenidas de 

ratas control y diabéticas. CLDN4 es una proteína de la unión estrecha abundante y especifica del túbulo 

colector. Se encontró en todas las fracciones medulares expresión de CLDN4, indicando que las 

fracciones medulares están enriquecidas con túbulos colectores. En las fracciones enriquecidas con 

túbulos colectores, se analizó por western blot la expresión de (B) Gas1, (C) AQP2, (D) CD24, (E) V-

ATPasa. El análisis densitométrico se muestra como la densidad relativa en unidades arbitrarias (UA) 

con actina y GAPDH, como control de carga. Se muestra la media ± desviación estándar (DS). Se realizó 

el análisis de varianza (ANOVA) de una sola vía. 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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14. El papel de Gas1 en la diferenciación de células principales a células 

intercaladas: vía de Notch 

Previamente se describió la expresión de Gas1 en las células principales del 

túbulo colector, con un notable aumento en la condición diabética (específicamente en 

las ratas diabéticas de 7 y 21 días). Considerando que estos hallazgos son recientes y 

que actualmente se ha estudiado solo la expresión de Gas1 en el riñón embrionario, la 

función de Gas1 en este segmento de la nefrona es aún desconocido.  

 

Estudios previos demostraron que la inhibición de la vía de Notch en las células 

principales del túbulo colector promueve su diferenciación a células intercaladas (144). 

Es posible que Gas1 tenga un papel importante directo o indirecto sobre la vía de Notch 

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

 

 Con el objetivo de investigar si Gas1 tiene alguna relación con la vía de Notch, 

se examinó por diferentes bases de datos de interacción proteína-proteína (como 

STRING y BioGRID) las interacciones directas (físicas) e indirectas (funcionales) de 

Gas1 con otras proteínas a partir de la predicción de modelos computacionales, 

investigaciones publicadas y asociación con otras bases de datos. En STRING y 

BioGRID se encontró que Gas1 tiene una fuerte interacción con la proteína homologa 

delta 1, DLK1 (Figura 46 A-B). DLK1, también conocida como el factor de 

preadipocitos 1, es un ligando de la vía no canónica de Notch1. DLK1 es una proteína 

de membrana celular de la familia del factor de crecimiento epidermal (por sus siglas 

en inglés, EGF), posee una región TACE, un dominio transmembranal y una pequeña 

región intracelular. Debido a su región TACE, DLK1 se encuentra también en forma 

soluble (161–163). Se ha descrito principalmente que el ligando DLK1 inhibe a la vía 

de Notch in vitro (164–166). Algo interesante es que el ligando DLK1 se expresa 

abundantemente durante la embriogénesis, pero en tejidos maduros, su expresión se 

limita a tejidos endocrinos como las glándulas pituitarias y adrenales, el páncreas y los 

ovarios. (163). Sin embargo, se ha observado la reexpresión de DLK1 en diferentes 

tejidos como en daño renal (tumor de Wilms), en carcinoma de mama, colon y próstata 

(167–169). También se encontró que DLK1 es importante para la diferenciación de las 
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células alveolares mediante la regulación negativa de la vía de Notch en daño pulmonar 

(170).  

 

Con base en los resultados anteriores, se determinó analizar si la secuencia 

proteica de Gas1 presenta homología o identidad similar con el receptor de Notch1, 

que pudiera sugerir a Gas1 como receptor o una proteína de interacción del ligando 

DLK1 y su potencial intervención en la vía de Notch. Se realizó un alineamiento de las 

secuencias proteicas de Gas1 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 puntuación máxima de alineaciones esperadas al azar; y un porcentaje 

de identidad del 33.33%. Estos resultados muestran que la proteína Gas1 posee una 

similaridad en su secuencia con respecto al receptor Notch1. Esto confirma que Gas1 

podría tener una interacción con el ligando DLK1. 

 

Para esclarecer los resultados de la interacción Gas1-DLK1, se realizó un 

docking proteína-ligando mediante el programa bioinformático de modelos 

computacionales proteína-proteína, HADDOCK (171–174) (Figura 47). El programa 

HADDOCK arrojó diez modelos de interacción de Gas1 con DLK1 con un docking 

score -235.89 ±8.7 y una desviación cuadrática media de las posiciones atómicas 

(RMSD) de 57 ± 7.7 Å. Estos resultados indican que los modelos de interacción de 

Gas1-DLK1 representan un sistema energético estable (al poseer baja energía) y una 

distancia o sobreposición de los átomos de las estructuras proteicas admisible. Esto 

sugiere que la interacción de Gas1 y DLK1 es posible.  
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Figura 46. Interacción de Gas1 y la vía de Notch. Análisis de interacción proteína-proteínas por las 

bases de datos (A) BioGRID y (B) STRING, ambos programas indicaron que Gas1 tiene una interacción 

directa o física con el ligando de la vía de Notch, DLK1 (señalado en ambos esquemas con un circulo 

azul). (C) Alineamiento de secuencias proteicas de Gas1 y el receptor Notch1 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 (Gas1). El alineamiento mostró el puntaje 

máximo de alineación (Max score=22.7), la suma de las puntuaciones de alineación de toda la secuencia 

(Total score = 168), el porcentaje total de la secuencias alineadas (Query cover=60%), el número 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 

alienación de las secuencias. Los círculos verdes, azules y rosas indican uno, dos o tres aminoácidos 

iguales en la misma posición entre ambas secuencias.   
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Figura 47. Modelos computacionales de interacción de Gas1 y DLK1. (A) Previamente se describió 

la homología entre el dominio 3 del receptor de la familia GDNF alfa-1 (GFRα1) y el dominio 2 

(carboxilo terminal) de Gas1, ambos dominios ricos en cisteínas (175). (B) Para el docking entre Gas1 

y DLK1 fue necesario obtener en Protein Data Bank (PDB) el código de la estructura cristalina de Gas1 

y DLK1. Debido a que no existe el registro de la estructura cristalina de Gas1, se utilizó como templado 

el dominio 3 del GFRα1. Estructuras cristalinas utilizadas para el modelo de interacción proteico y 

registradas en el PDB, con código 1Q8D (dominio 3 del GFRα1) y 4XBM (DLK1). (C) Modelos de 

interacción (docking) de las proteínas GAS1 y DLK1 en el programa libre HADDOK. 
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Hasta el momento, se conoce que las células principales AQP2+ expresan a 

Gas1 y al receptor Notch1; y que las células intercaladas V-ATPasa+ producen al 

ligando DLL1 de la vía canónica de Notch. En condiciones normales, el ligando DLL1 

se une con el receptor Notch1 en las células principales y activa la vía de señalización 

intracelular, induciendo la expresión del factor de transcripción HES1 y favoreciendo 

el mantenimiento del fenotipo de las células principales. Se encontró que durante los 

primeros 21 días de diabetes, hay una sobreexpresión de Gas1 en las células principales 

y una disminución significativa de células intercaladas V-ATPasa+. Los resultados 

previos también mostraron que Gas1 puede tener una interacción directa con el ligando 

de la vía no canónica de Notch, DLK1, el cual inhibe a la vía de Notch directamente. 

La inhibición o bloqueo de la vía de Notch, es esencial para la diferenciación de las 

células principales a células intercaladas en el túbulo colector. Todos estos resultados 

sugieren que Gas1 podría participar directamente en la vía de Notch y modular 

positivamente la diferenciación de células principales a células intercaladas en daño 

renal inducido por la diabetes.  

 

15. Expresión de la proteína PAX2 el túbulo colector durante las etapas 

primarias de la diabetes 

Hasta el momento no se ha estudiado ampliamente los mecanismos de 

protección, reparación y regeneración en el túbulo colector en daño renal por diabetes. 

Se ha descrito que la expresión del factor de trascripción PAX2 aumenta en las células 

del túbulo colector en daño inducido por hiperosmolaridad in vitro y protege a las 

células de la apoptosis. Con la finalidad de conocer si existe una sobreexpresión de 

PAX2 en el túbulo colector en las primeras etapas de la diabetes, se analizó por western 

blot la expresión de PAX2 en una fracción medular enriquecida de túbulos colectores 

de ratas control y ratas diabéticas de 7, 14 y 21 días (Figura 48A). Se encontró que la 

expresión de PAX2 aumentó significativamente en los grupos de ratas diabéticas en 

comparación con las ratas control. Posteriormente, para explorar si la expresión de 

PAX2 es selectiva o específica en las células principales o células intercaladas, se 

analizó la expresión de PAX2, AQP2 (marcador de células principales) y V-ATPasa 

(marcador de células intercaladas) por inmunofluorescencia en túbulos colectores 
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aislados (Figura 48B y 49). Se observó que la expresión de PAX2 aumenta 

considerablemente en los grupos de ratas diabéticas. La expresión de PAX2 no es 

específica de algún tipo célular, es decir, tanto las células principales como las 

intercaladas expresan a PAX2 en condiciones normales y en diabetes. Estos resultados 

sugieren que en las primeras etapas de la diabetes existe una sobreexpresión de PAX2, 

que pudiera estar asociada con algún mecanismo de protección frente al daño renal 

inducido por la diabetes. Son necesarios estudios más detallados. 

 

 
Figura 48. Sobre expresión de PAX2 en las células principales del túbulo colector en las etapas 

tempranas de la diabetes. (A) Western blot de PAX2 en enriquecido de túbulos colectores. (B) 

Inmunofluorescencia de AQP2 y PAX2 en túbulos colectores aislados manualmente. En las ratas control 

hay células principales que expresa PAX2 en el núcleo. En contraste, en las primeras etapas de la 

diabetes, la expresión de PAX2 aumenta significativamente. Se observa también la expresión perinuclear 

y citoplasmática. En la inmunofluorescencia PAX2 (rojo), AQP2 (verde), DAPI (azul). Los círculos 

blancos indican acercamientos. Línea blanca punteada delimitan a los túbulos colectores. DBT, diabetes. 

Escala = 20µm. Se muestra un experimento representativo (n=3). 
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Figura 49. Sobre expresión de PAX2 en las células intercaladas del túbulo colector en las etapas 

tempranas de la diabetes. Inmunofluorescencia de V-ATPasa y PAX2 en túbulos colectores aislados 

manualmente. En las ratas control hay células principales que expresan PAX2 en el núcleo. En contraste 

en las primeras etapas de la diabetes, la expresión de PAX2 aumenta significativamente. Se observa 

también la expresión perinuclear y citoplasmática. En la inmunofluorescencia PAX2 (rojo), AQP2 

(verde), DAPI (azul). Los círculos blancos indican acercamientos. Línea blanca punteada delimitan a los 

túbulos colectores. DBT, diabetes. Escala = 20µm. Se muestra un experimento representativo (n=3). 
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VIII. Discusión  

En este estudio se exploró la expresión de la proteína Gas1 en las células de la 

cápsula de Bowman. Los hallazgos principales son: 1) Las células parietales de la 

cápsula de Bowman expresan a Gas1; 2) La diabetes induce la disminución de la 

expresión de Gas1 y el aumento de marcadores de células progenitoras, NCAM, CD24, 

SIX2 en la cápsula de Bowman; 3) Las células de la nefrona distal expresan a Gas1 en 

condiciones normales y en etapas tempranas de la diabetes. Este es el primer trabajo en 

el que se analiza la expresión de Gas1 en las células parietales del glomérulo, en el 

túbulo distal y en el túbulo colector de la nefrona distal en un modelo de diabetes 

experimental en rata. 

 

La diabetes es una enfermedad metabólica y crónica, fuertemente asociada a 

complicaciones renales severas, y que a largo plazo induce la insuficiencia renal. En 

este estudio se analizó la depuración de creatinina y la proteinuria como indicadores de 

alteraciones funcionales inducidas por la diabetes experimental. Se encontró un 

aumento gradual de los niveles de proteinuria y depuración de creatinina en las ratas 

diabéticas, desde el día 7 y hasta el día 21, respectivamente. Se observaron las 

alteraciones funcionales más elevadas en las ratas diabéticas de 21 días en ambos 

parámetros. Estos resultados se relacionan con estudios previos en donde se describe 

que la nefropatía diabética se caracteriza por el aumento de la excreción urinaria de 

proteínas y el desarrollo de hiperfiltración, ambos factores importantes en las primeras 

etapas de daño renal (176,177); demostrando que el modelo experimental de diabetes 

por administración de STZ utilizado induce un daño renal (178,179). 

 

Hasta ahora se ha descrito la expresión de Gas1 en el riñón a nivel glomerular, 

específicamente en las células mesangiales en un modelo murino de glomerulonefritis 

mesangial proliferativa y en cultivos de células mesangiales humanas. El objetivo 

primordial de este estudio fue analizar si las células parietales de la cápsula de Bowman 

expresan a Gas1. Los resultados muestran que las células parietales de la cápsula de 

Bowman expresan a Gas1 en condiciones normales, pero en las etapas tempranas de la 

diabetes la expresión de Gas1 disminuye gradualmente en la cápsula de Bowman. La 
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disminución de Gas1 puede estar fuertemente asociada a la expresión 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 región 

3’-UTR del ARN mensajero de Gas1, alterando su expresión postranscripcional y 

suprimiendo la traducción genética de Gas1 (131). Por otro lado, también se ha 

demostrado que el PDGF inhibe la expresión de Gas1 en las células mesangiales (130). 

Se ha encontrado que hay una sobreexpresión de PDGF en las células glomerulares en 

el daño renal inducido por diabetes (180–182). También se conoce que las células 

parietales de la cápsula de Bowman expresan al receptor beta del PDGF (PDGFR-β) 

en el daño renal (183,184). Posiblemente, en las etapas tempranas de la diabetes, hay 

un aumento de la expresión de PDGF y su unión con el receptor PDGFR-β en las 

células parietales, que favorezcan la disminución de Gas1 en la cápsula de Bowman.  

 

Estudios recientes encontraron una subpoblación de células progenitoras 

parietales NCAM+ en la cápsula de Bowman, con un alto potencial de diferenciación a 

podocitos. En este estudió se observó que durante las primeras etapas de la diabetes, la 

expresión de NCAM aumentó gradualmente en las células de la cápsula de Bowman. 

Estos resultados sugieren que en la cápsula de Bowman existen células progenitoras 

renales. También se analizó la expresión de otros marcadores de células progenitoras 

como SIX1/2 y CD24 (185), que al igual que NCAM, mostraron una expresión 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 expresión de otros marcadores mesenquimales como 

SALL1 y SIX1/2 (152,186,187). También hay indicios de que SIX1/2 modula la 

expresión de CD24 (188). Por lo que al existir un aumento en la expresión de NCAM 

en las células parietales, es de esperarse que también se observe un aumento de SIX1/2 

y de CD24 como sistema de retroalimentación positivo para el mantenimiento de las 

células progenitoras. 
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También se observó que las células NCAM+ de la cápsula de Bowman expresan 

a Gas1 en las ratas control. No obstante, en las ratas diabéticas la expresión de Gas1 

disminuye en la cápsula de Bowman y NCAM aumenta considerablemente en esta 

estructura. Previamente, se describió que la expresión de Gas1 promueve un estado 

quiescente en las células NIH/3T3, al inhibirse la transición del ciclo celular (189). En 

este trabajo, también se encontró una correlación negativa entre la expresión de Gas1 

y Ki67 (marcador de proliferación celular) en la células progenitoras NCAM+, 

sugiriendo que Gas1 modula negativamente la proliferación. Es posible que la 

expresión de Gas1 en las células progenitoras de la cápsula de Bowman favorezca un 

estado quiescente o inactivo, y la disminución de Gas1 en la diabetes, induzca que las 

células progenitoras se activen estimulando su capacidad de auto-renovación y 

diferenciación y con ellos el aumento de marcadores específicos como NCAM, CD24, 

SIX1/2 y de marcadores de proliferación como Ki67 y PCNA, por lo que se propone 

que Gas1 tiene un papel importante en la activación y/o proliferación de las células 

progenitoras en la cápsula 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 cápsula de Bowman y la 

proteína Gas1 en la diabetes. 1 En condiciones normales, el glomérulo posee podocitos en la zona 

visceral, que son de suma importancia en el proceso de filtración renal. 2 En la zona parietal o cápsula 

de Bowman, se localizan las célula parietales (CLDN2+) y las células progenitoras parietales (NCAM+), 

que expresan Gas1. 3 Las células progenitoras parietales (NCAM+/Gas1+), 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 señal de instrucción la disminución de la expresión de Gas1. 6 Una 

vez que las células progenitoras parietales de la cápsula de Bowman, se activan, inician un proceso de 

reprogramación embrionaria (adquiriendo marcadores mesénquimales como PAX2), para después 

iniciar su proceso de diferenciación celular (células azules). 7 Una vez que las células progenitoras 

parietales han adquirido los marcadores específicos de podocito (WT1), se denominan como podocitos 

parietales. 8 Posteriormente, los podocitos parietales inician su migración 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 cápsula de Bowman son células precursoras de podocitos y que la expresión Gas1, puede 

favorecer el switch quiescente-activo de las células progenitoras, proponiendo un mecanismo de 

regeneración de podocitos en las etapas tempranas de la nefropatía diabética. Células mesangiales (CM), 

células parietales (CEP) y células progenitoras parietales (CPP). 
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Durante la nefropatía diabética existe una pérdida importante de podocitos, que 

es un punto clave en la evolución del daño renal (90). En condiciones normales, los 

podocitos tienen una capacidad muy limitada para dividirse in situ (86). Una 

interrogante que ha surgido es ¿Cómo se pueden renovar los podocitos si muestran una 

nula proliferación celular? Hasta el momento se ha considerado como un mecanismo 

potencial de regeneración de podocitos, la migración de células progenitoras de la 

médula ósea a través del torrente sanguíneo al riñón (190). En este estudio 

identificamos una población de células progenitoras parietales NCAM+/Gas1+ en la 

cápsula de Bowman en condiciones normales y un aumento de células NCAM+ en daño 

renal inducido por diabetes, aunque con una considerable disminución de Gas1. Para 

explorar si estas células progenitoras NCAM+ pueden diferenciase a podocitos, se 

analizó la expresión del marcador especifico de podocitos WT1 en la cápsula de 

Bowman. Se encontró que en las ratas control existen escasas células NCAM+/WT1+, 

pero en las ratas diabéticas donde se observó una disminución gradual de Gas1, el 

número de células NCAM+/WT1+ aumentó significativamente. Esto sugiere que la 

diabetes favorece la disminución de la expresión de Gas1, promoviendo así la 

diferenciación de las células progenitoras a podocitos en la cápsula 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 daño renal (191,192). Un estudio reciente muestra que en biopsias 

de tejido renal humano, existe una disminución progresiva de podocitos en las primeras 

etapas de diabetes, acompañado de un aumento de marcadores de podocitos en las 

células de la cápsula de Bowman. Sugiriendo que las células parietales de la cápsula 

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

 

La nefrina y la dendrina son proteínas específicas de los podocitos, son parte 

del diafragma en hendidura, que es una estructura crucial en el proceso de filtración 

renal (194). Con el fin de explorar la condición de los podocitos en las primeras etapas 

de daño renal inducido por diabetes, se analizó la expresión de la dendrina y la nefrina 

por inmunofluorescencia y western blot. Se encontró que la expresión de ambas 

proteínas disminuyó durante los primeros 7 y 14 días de diabetes, mientras que a los 
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21 días la expresión de nefrina y dendrina se restableció. Estos resultados concuerdan 

con la estimación de la densidad de podocitos, donde se encontró una disminución 

significativa de podocitos en la condición diabética de 7 días. Sin embargo, a los 14 

días de diabetes, sé observó un aumento de la densidad de podocitos en comparación 

con el día 7, pero a los 21 días de diabetes la densidad de podocitos se restauró 

completamente. Estos resultados siguieren que durante los primeros 7 días de diabetes 

existe una pérdida de podocitos inducida por la hiperglucemia, es posible que en el día 

14 y 21 de diabetes, las células progenitoras que se han diferenciado a podocitos, 

migren de la cápsula de Bowman a la parte visceral del glomérulo, para compensar la 

pérdida de podocitos y por esto se observe la recuperación de la expresión de nefrina y 

dendrina, así como de la densidad de podocitos. Todo esto como un mecanismo de 

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

 

Por otro lado, aunque los resultados de la estimación de podocitos y el análisis 

de la expresión de nefrina y dendrina, sugieren que en la condición diabética de 21 días 

existe una recuperación de podocitos, esto no se ve reflejado en las pruebas de función 

renal (depuración de creatinina y proteinuria). Es importante mencionar que aunque el 

diafragma en hendidura que forman los podocitos es fundamental en la filtración renal, 

no es la única estructura implicada en este proceso. En la filtración 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 

óxido nítrico (NOS) y como resultado un aumento de especies reactivas de oxígeno 

que activan cascadas de respuestas inflamatorias y profibróticas que dañan la 

morfología y función endotelial (137,140,195,196). También durante las etapas 

tempranas de la diabetes existe un aumento en la expansión de la matriz extracelular 

mesangial (colágeno tipo I, IV y fibrinectina) por aumento de la vía 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 daño 

endotelial y mesangial que impidan el restablecimiento de la función renal total o 

parcial, aun existiendo un mecanismo de regeneración de podocitos activo. 



 Cinvestav                                                                             Departamento de Farmacología 

 

 
 

98 

 

En este trabajo también se analizó la expresión de Gas1 en los podocitos, en el 

túbulo proximal y en la nefrona distal. Se encontró que las células del túbulo proximal 

no expresan Gas1 ni en condiciones normales ni en la diabetes. Estos hallazgos son 

interesantes porque se ha descubierto que Gas1 es una proteína que arresta la 

proliferación celular. Las células del túbulo proximal tienen una alta tasa de 

proliferación en condiciones basales (199) y que aumenta en el daño renal por diabetes 

experimental e isquemia (200,201), es posible que la expresión de Gas1 no sea 

imprescindible en el túbulo proximal, sí se considera a Gas1 como inhibidor endógeno 

de la proliferación. Por otra parte, es importante mencionar que las células del túbulo 

proximal poseen una subpoblación de células dispersas que expresan CD24, 

encargadas de la repoblación celular después del daño renal (p. ej. necrosis tubular 

aguda y obstrucción ureteral unilateral) y aunque poseen marcadores de células 

progenitoras, se consideran células tubulares transitoriamente desdiferenciadas 

involucradas en la regeneración (202). Previamente en este trabajo, se encontró co-

expresión de Gas1 y de marcadores de células progenitora (NCAM y CD24) en las 

células parietales de la cápsula de Bowman, en las células del túbulo distal y en las 

células principales del túbulo colector. Esto podría significar que quizás las células 

transitorias del túbulo proximal pueden expresar a Gas1 en otros modelos de daño renal 

que comprometan fuertemente la fisiología del túbulo proximal o en etapas más 

avanzadas de la diabetes.  

 

Van Roeyen et al. (2013) describieron la expresión de Gas1 en cultivos 

celulares de podocitos inmortalizados. Para confirmar estos hallazgos, se analizó 

mediante microscopía confocal, la expresión de Gas1 y de nefrina en el tejido renal de 

ratas sanas y ratas diabéticas. No se observó co-localización de Gas1 y nefrina en las 

ratas sanas y diabéticas, sugiriendo que los podocitos no expresan Gas1 (126). La 

nefrina es una proteína específica del diafragma de hendidura de los podocitos (203), 

por lo que al no co-localizar con Gas1, podría indicar que los pedicelos (cuerpos 

secundarios) de los podocitos que forman el diafragma en hendidura no expresan a 

Gas1 y que posiblemente, la expresión de Gas1 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 morfología característica, hay una falta de expresión de 

marcadores específicos 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 decidió analizar la expresión de Gas1 en la nefrona distal, 

principalmente en las células del túbulo distal y en el túbulo colector. Se encontró que 

las células principales del túbulo colector expresan Gas1 en condiciones normales y en 

la diabetes. En estas células, la expresión de Gas1 no solo se encontró en la membrana 

celular, sino también en el citoplasma en las ratas sanas y diabéticas. Estos resultados 

son interesantes ya que Gas1 es una proteína de membrana extracelular con un ancla- 

GPI (116,205). La expresión citoplasmática de Gas1 podría estar asociada a las 

modificaciones co-traduccionales que sufre Gas1 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 expresión de Gas1 se ha descrito en el glomérulo, 

específicamente en las células mesangiales y en las células parietales de la cápsula de 

Bowman. La expresión de Gas1 en el túbulo colector es un resultado interesante, ya 

que los túbulos 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 túbulos 

colectores de la yema ureteral (5,208,209). Se ha descrito que Gas1 se expresa durante 

la nefrogénesis en la mesénquima metanéfrica pero no en la yema ureteral (129). 

Considerando esto, se tenía la hipótesis de que sólo las células glomerulares 

expresarían Gas1. Desde otra perspectiva, las células principales maduras aparecen en 

los túbulos colectores en días postnatales y posiblemente también la expresión de Gas1. 

Un estudio reciente demostró que el factor de transcripción Elf5 es un marcador 
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temprano de células principales que contribuye a la expresión de los genes específicos 

del linaje celular, por lo tanto, es posible que este factor de transcripción tenga un papel 

importante en la expresión específica de Gas1 en las células principales en los túbulos 

colectores maduros (210,211). 

 

Actualmente, se desconoce la función de Gas1 en el túbulo colector. Estudios 

previos en riñón asocian la expresión de Gas1 con la inhibición endógena de la 

proliferación en células glomerulares (130). Los resultados indican que las células 

principales expresan tanto Gas1 como marcadores de células progenitoras (CD24 

+/CD133+). Es probable que Gas1 tenga un papel en la diferenciación y el 

mantenimiento de las células principales progenitoras del túbulo colector como se 

describió anteriormente en las primeras etapas de la nefrogénesis, o en las células 

parietales progenitoras de la cápsula de Bowman y como se ha propuesto durante el 

desarrollo de la corteza y el giro dentado del cerebro. (143,146). También se describió 

el papel de Gas1 en la viabilidad celular, a través de la regulación positiva de la proteína 

cinasa 1B de doble especificidad regulada por la fosofrilación de tirosina (por sus siglas 

en ingles Dyrk1B) en fibroblastos de embriones de ratón (212). Hallazgos recientes 

han encontrado expresión de fosfopeptidos de Dyrk1B en fracciones nucleares, 

demostrando la expresión de Dyrk1B en el túbulo colector, pero su función sigue 

siendo desconocida (213). Estos hallazgos podrían sugerir que la expresión de Gas1 en 

las células principales podría estar asociada con un mecanismo de protección en la 

diabetes  

 

Recientemente, se encontró una subpoblación de células progenitoras 

mesenquimales (Hoxb7+/CD24+) en el túbulo colector de ratón 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 

DOT1L o después de la depleción de K+, lo que sugiere un papel potencial de las células 

principales como células progenitoras (160,214,215). En este trabajo se describió que 

las células principales AQP2+ aparte de expresar específicamente a Gas1, también 

expresan marcadores de células progenitoras como CD24+/CD133+ in vivo en 
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condiciones normales y en diabetes. Interesantemente, se observó una población de 

células intermedias en la condición diabética, estas células expresan a Gas1 y al 

marcador de células intercalares V-ATPasa. Esto sugiere que en las primeras etapas de 

la diabetes, donde existe una depleción de células intercaladas, las células intermedias 

que se observan quizás sean un paso intermedio en el proceso de diferenciación de las 

células principales a células intercaladas, como un mecanismo de regeneración (Figura 

51). 

 

Estudios previos apoyan la hipótesis de que las células principales e intercaladas 

se diferencian de un precursor epitelial común que posee una alta tasa de potencialidad 

celular y que expresa marcadores de célula principal y células intercalares (Foxi1-

/AQP2+/CAII+) (215). Probablemente, las células principales AQP2+ tengan un papel 

bifuncional en el túbulo colector: uno como células epiteliales encargadas del balance 

hídrico 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 daño de células intercaladas a través del proceso de transición 

epitelio-mesenquima (TEM) (216–218) y 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 regeneración de células intercalares V-ATPasa+ en el túbulo 

colector. Esquema representativo. Recientemente se ha descrito el alto grado de plasticidad y 

potencialidad de las células principales AQP2+ del túbulo colector para diferenciarse a células 

intercaladas en diversos modelos de daño renal. 1. En las primeras etapas de la diabetes, se observó una 

disminución de células V-ATPasa+, sugiriendo que existe una pérdida de células intercaladas en el túbulo 

colector. 2. Es posible que frente a esta pérdida, las células principales AQP2+ que también expresan 

específicamente a Gas1, comiencen un proceso de diferenciación a células intercaladas. 3. 

Probablemente las células con expresión de marcadores de célula Gas1+/V-ATPasa+, son células 

principales Gas1+ en un paso intermedio en su  proceso de diferenciación a células intercaladas V-

ATPasa+. 

 

 

Recientemente, se encontró que la activación de la vía de Notch es necesaria 

para el mantenimiento del fenotipo de células principales AQP2+ en los túbulos 

colectores en riñones maduros. Se encontró que el receptor Notch1 se expresa 

específicamente en las células principales y que las células intercaladas producen al 

ligando especifico tipo-Delta 1 (DLL1). Al producirse la interacción ligando-receptor 

se libera el dominio intracelular del receptor Notch1 (NICD), que se trasloca al núcleo 

donde forma un complejo de trascripción al unirse con otras proteínas como MAML, 

CBF1/RBP y SKIP. Esto favorece la expresión del factor HES1, el cual inhibe la 

expresión del factor transcripcional Foxil1 y la activación de ELF5 en el núcleo, 

induciendo que las células adquieran el fenotipo de célula principal mediante la 

expresión de marcadores específicos como AQP2, AQP4, Myh10. Al bloquear la vía 
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de Notch por inactivación de su blanco genético HES1 en las células principales, se 

activa el factor de transcripción Foxil1 favoreciendo que las células principales 

adquieran marcadores específicos de células intercaladas como V-ATPasa y ACII 

(anhidrasa carbónica II), y pierdan su fenotipo de célula principal. Estos resultados 

demuestran que la inactivación o bloqueo de la vía de Notch induce la diferenciación 

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

 

En este trabajo se encontró que Gas1 puede tener un interacción directa con el 

ligando de la vía no canónica 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 regeneración/reparación, 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 así a la vía de Notch en estas células, 

favoreciendo su diferenciación a células intercaladas. Algo interesante es que el ligando 

de la vía canónica DLL1 se une y activa al receptor Notch1 a través de su dominio 

extracelular DSL; debido a que el ligando de la vía no canónica DLK1 carece de 

dominios DSL, es posible que la interacción DLK1-Gas1 sea necesaria para poder 

favorecer la unión del ligando DLK1 con el receptor Notch1 a través de sus dominios 

EGF. Por tanto, se propone a Gas1 como una proteína presentadora de ligando DLK1 

o un correceptor de Notch1, teniendo un papel importante en la inactivación de la vía 

de Notch y la diferenciación celular. Gas1 podría ser un nuevo componente de 

modulación negativa de la cascada de señalización de Notch (Figura 52). 
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Figura 52. Participación de Gas1 en la vía de Notch y la diferenciación de células principales a 

células intercaladas. En condiciones normales, las células principales AQP2+ expresan a Gas1 y al 

receptor Notch1 y las células intercaladas expresan al ligando DLL1. El ligando DLK1 se une al receptor 

Notch1 y activa su vía intracelular, que consiste en el liberación del dominio intracelular del receptor 

Notch1 (NICD) por un complejo de α-secretasas. El NICD ya en el citoplasma, se trasloca al núcleo 

celular. En el núcleo celular, el NICD se une a las proteínas mastermid-1 (MAML), CBF1/RBP-J (CSL) 

y SKIP, formando un complejo de transcripción y activando la expresión del factor HES1 que reprime 

la expresión de FOXIL1 y favorece la expresión de Elf5 y consecuentemente la expresión de marcadores 

específicos de la célula principal como AQP2, manteniendo así el fenotipo de célula principal. En la 

condición diabética, se encontró un aumento significativo de Gas1 en las células principales y se observó 

una pérdida y/o daño de células intercaladas V-ATPasa +. Se propone que, como mecanismo de 

regeneración/reparación, potencialmente las células intercaladas expresen al ligando DLK1 en su forma 

soluble, para que pueda interaccionar con el receptor Notch1 en las células principales. Es posible que 

para que exista la unión del DLK1 con el receptor Notch1 sea necesaria la interacción de DLK1-Gas1, 

proponiendo a Gas1 como una proteína presentadoras de ligando o un posible correceptor de Notch1. Al 

unirse el ligando DLK1 con Notch1 se inactiva la cascada de señalización intracelular, bloqueando la 

expresión del factor de transcripción HES1 e induciendo que las células principales inicien su proceso 

de diferenciación a células intercaladas.   
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Finalmente también se describió la expresión de Gas1 en las células del túbulo 

distal. Específicamente, los túbulos distales derivan de las células progenitoras SIX2+ 

en el mesénquima metanéfrico (187). Estudios anteriores han demostrado el papel de 

Gas1 en el mantenimiento de las células progenitoras SIX2+ durante la nefrogénesis. 

Es posible que las células del túbulo colector derivadas de los precursores Gas1+/SIX2+ 

puedan mantener ciertos marcadores como Gas1 en su estado diferenciado o maduro. 

También se observó la co-expresión de Gas1 con el marcador de células progenitoras 

CD24, este resultado es interesante, ya que en los túbulos colectores, las células 

principales Gas1+ también expresan marcadores de células progenitoras 

(CD24/CD133) y esto se relaciona con los resultados anteriores en la cápsula de 

Bowman, donde se observó la expresión de Gas1 en células parietales progenitoras 

NCAM+. Esto proporciona una fuerte evidencia de que Gas1 podría tener una nueva 

función, involucrada en el mantenimiento de células progenitoras en riñones maduros, 

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

 

  Hasta ahora, la expresión de Gas1 en las células de la cápsula de Bowman, en 

el túbulo distal y en los túbulos colectores ha sido diferente en condiciones de 

hiperglucemia, pero es importante mencionar que Gas1 es una proteína pleiotrópica y 

que el riñón posee cerca de 30 diferentes tipos de células con un microambiente 

fisiológico 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 expresión y función 

distinta de Gas1. 
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IX. Conclusión 

En este estudio se describió por primera vez la expresión de Gas1 en las células 

de la cápsula de Bowman y en la nefrona distal durante la diabetes. La disminución de 

la expresión de Gas1 en daño renal durante las etapas tempranas de la diabetes favorece 

la activación y/o proliferación de las células parietales progenitoras de la cápsula de 

Bowman, así como su diferenciación a podocitos. De aquí se infiere que en etapas 

tempranas de la nefropatía diabética existen mecanismos de regeneración de podocitos 

que pueden retardar la evolución de la patología renal y en donde la proteína Gas1 tiene 

un papel importante. 

 

Este es el primer trabajo hasta donde se conoce que describe la expresión de 

Gas1 en el túbulo colector y en el que se identificó a Gas1 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 

regeneración/reparación por parte de las células principales donde posiblemente Gas1 

tenga un papel significativo en el proceso de diferenciación al intervenir en la vía de 

Notch. Los resultados de este trabajo proporcionan información importante para futuras 

investigaciones que aborden la función de Gas1 en las células principales y su papel en 

la respuesta renal a la diabetes. 

 

Este estudio descriptivo de la expresión de Gas1 en los diferentes segmentos de 

la nefrona, muestra un panorama amplio sobre la presencia de Gas1 en el riñón antes 

desconocido y brinda un enfoque diverso en la funcionalidad de Gas1, que ahora no 

sólo involucra el arresto de la proliferación celular, sino su posible participación en 

procesos más complejos como el mantenimiento y diferenciación celular y la respuesta 

al daño. Este estudio representa un avance representativo en el conocimiento de la 

proteína Gas1. 
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X. Perspectivas 

 

1. Realizar estudios de retención de bromodesoxiuridina (BrdU) para confirmar la 

subpoblación de células progenitoras Gas1+ en la cápsula de Bowman. 

2. Describir el mecanismo molecular que favorece la disminución de Gas1 en las 

células de la cápsula de Bowman en la diabetes. 

3. Describir los mecanismos moleculares que intervienen en la activación y 

diferenciación de células de la cápsula de Bowman a podocitos y la relación 

con Gas1. 

4. Analizar la expresión de Gas1 en el túbulo proximal en etapas avanzadas de la 

nefropatía diabética y su relación con los mecanismos de reparación asociados 

a células “scattered”. 

5. Estudiar el curso temporal de la expresión especifica de Gas1 en las células 

principales del túbulo colector. 

6. Estudiar la función de Gas1 en el mantenimiento de células principales del 

túbulo colector. Analizar si Gas1 tiene un efecto positivo en la viabilidad de 

células principales por la expresión positiva de Dyrk1B.  

7.  Describir el papel de Gas1 en la diferenciación de células principales a células 

intercaladas a través de su intervención en la vía no canónica de Notch. 

8. Analizar si existe la expresión de Gas1 en su forma soluble y su posible efecto 

paracrino y/o autocrino en el túbulo colector. 

9. Analizar los mecanismos de protección y reparación vía PAX2 en las células 

del túbulo colector durante las primeras etapas de la diabetes.  

10. Analizar la expresión de Gas1 en el asa de Henle y en las células endoteliales 

renales. 
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