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I. INTRODUCCION

A. NEFROPATIA DIABETICA

La nefropatia diabética (ND) es una complicacion microvascular de la diabetes
mellitus (DM), tipo 1 y tipo 2. Clasicamente se define como un incremento de la
excrecion proteica en orina. La ND es la principal causa de Enfermedad Renal Crénica
(ERC) Terminal en Espafia, el 25 % de la ERC Terminal incidente es secundaria a ND

(1), con todas las implicaciones socio-econdomicas y personales que ello conlleva.

A.1. Expresion Clinica

En los estadios mds precoces hay un aumento en la excrecidon urinaria de
albimina (microalbuminuria), definida como albumina/creatinina en orina entre 30 y
299 mg/gr. Cuando la patologia estd mas avanzada se detecta macroalbuminuria o
proteinuria definida como albumina/creatinina > 300mg/gr, lo que se considera ND
establecida. En muchos casos se observa un descenso del filtrado glomerular (FG) en
paralelo a la aparicion de proteinuria, aunque existe un porcentaje de pacientes con ND
secundaria a DM tipos 1 y 2 que presentan disminucion del FG sin albuminuria o
proteinuria (2). Independientemente del papel prondstico de la proteinuria, la presencia
de microalbuminuria es un factor de riesgo de patologia y mortalidad cardiovascular, ya
que refleja un estado global de disfuncion endotelial.

En varios estudios se ha demostrado que puede existir una regresion en la
microalbuminuria de hasta un 50-60% de los pacientes. Esta regresion esta relacionada
con un correcto control de la presion arterial (PA), de la glucemia y el grado de
albuminuria basal (3, 4). En la misma linea, las alteraciones morfoldgicas tipicas de la
ND (engrosamiento de la membrana basal glomerular [MBG], expansion mesangial) se
ha observado que disminuyen en pacientes con DM tipo 1 que recibieron un trasplante
pancreatico después de 10 afios (5).

Todos estos datos subrayan la importancia de controlar desde el inicio los
niveles de microalbuminuria. Un abordaje terapéutico agresivo y un correcto y

mantenido control metabdlico pueden hacer regresar las lesiones secundarias a la DM.



A.2. Fisiopatologia

La ND ocurre como resultado de la interaccion de un componente genético
modulado por cambios hemodindmicos y alteraciones metabdlicas relacionadas con la

hiperglucemia, similares entre los pacientes con DM tipo 1 y tipo 2 (6). Figura 1.

- Factores Genéticos

S6lo un 40-50% de los pacientes con DM tipo 1 y 2 desarrollan ND incluso con
el mismo grado de control glucémico, con lo que parece claro que los factores genéticos
deben tener una influencia directa sobre el desarrollo de la ND (7). La agrupacién
familiar también orienta hacia la existencia de este componente genético (8-10).
Actualmente se llevan a cabo estudios de susceptibilidad genética al desarrollo de ND,
que resultan complicados ante la evidencia de que no se observa una herencia
mendeliana en esta patologia sino la implicacion de multiples genes y sus

polimorfismos (6).

- Factores Metabolicos: Efecto de la hiperglucemia

- Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA): Las alteraciones

hemodindmicas y metabolicas presentes en la ND conducen a una elevacion de su
principal efecto, la Angiotensina (Ang)-II. La Ang-II incrementa los niveles de TGF-p,
estimula el estrés oxidativo y su consecuente lesion endotelial, aumenta la PA y
favorece la proliferacion e hipertrofia celular a nivel renal (8, 11). Ademas su presencia
aumenta la reabsorcion tubular de proteinas, favoreciendo la inflamacion y en

consecuencia la fibrosis intersticial (8).

- Transforming Growth Factor —3 (TGF-B): Elemento central en la fisiopatologia

de la ND, su sintesis y liberacion a la circulacion se ve incrementada en pacientes
diabéticos (12) tanto por factores metabodlicos como hemodindmicos. Su aumento
produce expansion de la matriz extracelular aumentando la sintesis de proteinas como
fibronectina, Colageno (Col) I, IIl y IV e inhibiendo las metaloproteinasas que la

degradan (2, 8, 13).



- Productos de Glicosilacion Avanzada (AGEs) v sus Receptores (RAGESs): Esta

demostrado que los RAGEs estan sobre-expresados en situacion de diabetes y que la
union de los AGEs favorece la sintesis de citoquinas proinflamatorias y act@ian como
factores de adhesion endotelial favoreciendo el reclutamiento de leucocitos (8).

Favorecen la alteracion de las proteinas de la matriz extracelular (14) y de la MBG (2).

- Estrés Oxidativo: En un estado diabético existe un incremento de la glucosa

intracelular que favorece el estrés oxidativo por superproduccion de anidon superoxido
en la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Causan la activacion anormal de
la protein kinasa C (PKC) favoreciendo la expansion de la matriz extracelular por la
sintesis de fibronectina y Col IV y facilitando la lesion de la MBG por los productos de

glicosilacion avanzada (2, 8, 13).
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Figura 1: Esquema de los elementos implicados en la fisiopatologia de la ND y sus interacciones.

Abreviaturas: EO, Estrés Oxidativo; MEC, Matriz Extracelular; Fbn: Fibronectina.



- Factores Hemodinamicos:

En la ND existe un defecto en la auto-regulacion del flujo glomerular que
conlleva un aumento de la presion capilar glomerular y en consecuencia de la presion
transcapilar. Estos cambios se traducen en la aparicion de hiperfiltracion glomerular que
conlleva pérdida de albimina con activacion local de citoquinas y factores de
crecimiento. Se observa incremento de la matriz mesangial, aumento del grosor de la

MBG, dafio podocitario y progresiva glomeruloesclerosis (2, 8).

A.3. Hallazgos histopatolégicos mas caracteristicos

- Glomérulo

A los 1,5-2,5 aios el debut de la DM se puede detectar ya un engrosamiento de a
MBG. La expansion mesangial a expensas de la matriz se detecta a partir de los 5-7
afios del diagnostico, observandose también hipertrofia de las células mesangiales (13,
15). Tras 10-15 afios, la expansion mesangial se convierte en difusa, asociandose a
zonas nodulares rodeadas de ntcleos celulares que acaban produciendo compresion de
los capilares glomerulares, son los denominados nodulos de Kimmelstiel-Wilson (15,

16). Figura 2.

Figura 2: Izquierda: Lesiones caracteristicas de la ND. Derecha: Nodulos de Kimmelstiel-Wilson con la
tipica disposicion periférica de nucleos celulares. Adaptado de Fioretto P. Semin Nephrol. 2007 March,
27(2): 195-207.



- Compartimento tubular y vascular

Se detecta un engrosamiento de su membrana basal a los 1,5-2,5 afios del debut
de la DM. Posteriormente atrofia tubular y separacion del tibulo del glomérulo en las
zonas de contacto de ambos (15). Pocos afios tras el diagnodstico se comienza a detectar
hialinosis arteriolar consistente en el reemplazamiento de la capa muscular lisa por una
amalgama de proteinas, fundamentalmente inmunoglobulinas, complemento,

fibrindgeno y albtimina (15). Figura 2.

B. PODOCITOPATIA EN LA NEFROPATIA DIABETICA

B.1. Introduccion

Las células epiteliales viscerales del glomérulo, también denominadas podocitos,
son células altamente especializadas, que pierden su capacidad de division tras la etapa
embrionaria (17). Estan implicadas en el mantenimiento de la barrera de filtracion
glomerular junto con las células endoteliales fenestradas, contactando con la ldmina rara
externa de la MBG y con su superficie libre en el espacio de Bowman. Sus principales
funciones consisten en ofrecer estabilidad al glomérulo, contrarrestando las distensiones
de la MBG y oponiéndose a la alta presion hidrostatica necesaria para la filtracion, y
ofrecer una amplia superficie de filtracion. Ademdas participan en la sintesis y
mantenimiento de la MBG. Por lo tanto, los podocitos tienen un papel fundamental en
el desarrollo de proteinuria.

En 1966 se publico el primer estudio funcional sobre la barrera de filtracion
glomerular, realizado con trazadores de proteinas (18), y en la primera mitad de la
década de los 70 se realizaron los primeros estudios morfoldgicos sobre la misma (18,
19). Pero no fue hasta finales de los afios 90, cuando Mundel y cols. desarrollaron la
primera linea celular inmortalizada de podocitos (20), con la que comenz6 a estudiarse y
conocerse con mayor profundidad el papel del podocito en el desarrollo de la
proteinuria. De este modo desaparece lo que algunos autores denominan vision

mesangiocéntrica de la patogenia de la proteinuria (21).



B.2. Estructura del Podocito

La estructura celular del podocito diferenciado consta de tres partes (Figura 3):
- Cuerpo celular: Nucleo prominente positivo para tumor de wilms-1
(WT-1). Citoesqueleto formado esencialmente por microtibulos y filamentos de

vimentina, desmina y actina (17).

- Procesos mayores: Prolongaciones iniciales del cuerpo celular.
Citoesqueleto muy desarrollado formado mayoritariamente por tubulina (paralela al eje
longitudinal de la prolongacién) conectada por la proteina tau (1) a los filamentos de
actina que estan distribuidos perpendicularmente al eje principal y que se continian en

los pedicelos (17). Figura 4.

- Pedicelos: Prolongaciones finales de los procesos mayores. Estructura
basada en microfilamentos contractiles de actina asociados con miosina-II y a-actinina,
anclados a la MBG. Los pedicelos se interdigitan con los pedicelos de podocitos
vecinos formando entre ellos la hendidura de filtracion. Estos se mantienen unidos a los
pedicelos contiguos mediante una estructura proteica denominada diafragma de

filtracion (DF) (17).
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Figura 3: Estructura celular del podocito (rifion de rata, microscopia electronica de barrido,

6000x). Adaptado de Pavenstddt H et al. Physiol Rev. 2003 Jan;83(1):253-307.
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Figura 4: Detalle del citoesqueleto del podocito. Adaptado de Faul TRENDS in Cell Biology
Vol.17 No.9, 2007.

B.3. Hendidura de Filtracion y Diafragma de Filtracion

La hendidura de filtracion se divide en 3 dominios funcionales (Figura 5):

- Dominio Apical: Zona luminal de la célula suspendida en el espacio urinario.
Caracterizada por su superficie cargada negativamente por la presencia de proteinas
aniénicas (podocalixina, podoplanina, podoendina). Esta carga negativa tiene como
funciones basicas: repeler el paso de proteinas, mantener los pedicelos adyacentes

separados y evitar la adherencia con las células parietales (17).

- Dominio Basal: Zona de anclaje del podocito a la MBG a través de complejos

proteicos que la conectan al citoesqueleto: az;-integrinas y a/B-destroglicanos (17).

- Diafragma de Filtracion (DF): Complejo proteico localizado entre los
pedicelos de los podocitos vecinos que forma un puente entre los mismos. Algunas de
estas proteinas tienen un papel fundamental en el mantenimiento de la estructura y

funcion del DF (17, 22), entre ellas destacan:

- Zonula Occludens-1 (ZO-1): Primera proteina del DF descrita (23). Actia

como conexion entre proteinas del DF y el citoesqueleto, por lo que se encuentra

concentrada en los puntos de insercion del DF (23, 24).



- Nefrina: Proteina estructural y funcional con un papel en el desarrollo de
proteinuria, el caso mas representativo es que la mutacion de este gen produce el
sindrome nefrotico congénito finlandés (25). A nivel estructural mantiene el diametro
de la hendidura de filtracion y participa en el mantenimiento del citoesqueleto celular
(26-28). A nivel funcional tiene un papel en vias de sefializacion celular (21, 29) y
participa en el proceso de internalizacion de la glucosa permitiendo que los receptores
de glucosa (GLUT-1 y 4) se fusionen con la membrana celular (30).

Estudios en pacientes con ND, secundaria a DM tipo 1 y tipo 2, permitieron
observar una disminucion en la expresion de nefrina y una distribucion granular en
pacientes con microalbuminuria y sindrome nefrotico, mientras que los sujetos sanos
presentaban mayores niveles y una distribucion lineal (31).

Es interesante remarcar el potencial de la nefrina como marcador precoz de la
evolucion de la ND. Un estudio que compara personas sanas con pacientes con DM tipo
1 y diferentes grados de afectacion renal se observO nefrinuria Uinicamente en los

pacientes diabéticos, independientemente de su grado de afectacion renal (32).
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Figura 5: Estructura de la Hendidura y Diafragma de Filtracion.



- Complejo Nefrina — Podocina — CD2AP (Figura 6): Papel en el mantenimiento

de la estructura celular y del DF (17).
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Figura 6: Vision simplificada el completo Nefrina-Podocina-CD2AP

B.4. Fisiopatologia de la Podocitopatia Diabética
- Alteraciones a nivel molecular:

Los elementos ya descritos que participan en los procesos fisiopatoldgicos de la
ND tienen efectos especificos sobre los podocitos.

- Ang-II: Los podocitos presentan un SRA propio que ha sido descrito tanto en
lineas celulares de podocitos humanos (33) como de ratébn (34) [Ver siguiente

apartado].

- TGF-B: Su sintesis se incrementa en presencia de hiperglucemia, proteinuria y
estrés mecanico (35). Altos niveles de esta citoquina provocan alteracion estructural del
DF y pérdida de marcadores de diferenciacion epitelial conduciendo a una transicion
epitelio-mesenquimal (TEM) (36). Estimula la sintesis de MEC de un modo autocrino
por parte de los podocitos o induciendo la sintesis por parte de las células mesangiales
(35). Asimismo, induce apoptosis celular (35, 37, 38). A nivel funcional causa un

incremento en la permeabilidad a la albumina en una monocapa de podocitos (36).

- Estrés Oxidativo: A nivel podocitario produce alteraciones en los 3 dominios

del podocito favoreciendo el desprendimiento celular (39) y la formacion de
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adherencias (21). Ademas causa alteraciones en el citoesqueleto (40), favorece la TEM

(36) y tiene efectos pro-apoptoticos a través del TGF-f3 (38).

- AGEs-RAGEs: Se forman tanto a nivel extracelular como intracelular; los

extracelulares actiian uniéndose a su receptor especifico en la superficie celular de los
podocitos (40, 41). Disminuyen la expresion de nefrina (40), inducen la apoptosis
celular (38, 40, 41) y aumentan los niveles de citoquinas proinflamatorias y de estrés

oxidativo (40).

- Alteraciones podocitarias en la ND

- Disminucion del nimero de podocitos: Elemento cardinal en la evolucion de la

ND, todas las alteraciones posteriormente descritas acaban derivando en esta pérdida
podocitaria.

Durante el desarrollo de ND existe una disminucion del nimero de podocitos
por glomérulo (42, 43). Diferentes estudios en modelos experimentales de ND
demostraron una pérdida podocitaria con el desarrollo de ésta (43-45). Interesantes
estudios en humanos muestran los mismos resultados (42, 46), pero ademds en
diferentes trabajos se destaca la pérdida podocitaria como marcador predictivo de la
evolucion de la ND y como marcador urinario de la severidad o progresion de esta
patologia (46-52).

Este desprendimiento podocitario puede ser secundario a diferentes procesos
como alteraciones en las moléculas adhesion o a la pérdida de nefrina con la
consiguiente desestructuracion celular, borramiento de los pedicelos y posterior
desprendimiento (40, 53-55). También puede ser debido a apoptosis celular o a TEM ya
que las células ven alterada su compleja estructura celular y pierden su especializacion
(36).

La pérdida celular deja areas denudadas de la MBG lo cual favorece la aparicion
de sinequias y areas de proliferacion extracapilar, lo que se refleja clinicamente como

aparicion de proteinuria.

- Borramiento de pedicelos: Por alteraciones en las moléculas que forman el

DF, lo cual lleva a una alteracion en la estructura de filtracion y también en la
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citoestructura. Esto condiciona un borramiento de los pedicelos por lo que se pierde la

superficie de filtracion que conforman favoreciendo por tanto la proteinuria. Figura 7.

- Pérdida de la carga negativa de la superficie celular: Por despolarizacion de la

superficie celular por disminucién de podocalixina (56) causando pérdida de la
selectividad de la barrera de filtracion glomerular y aumento de la permeabilidad.
También favorece la aparicion de adherencias y sinequias y la pérdida de la estructura
del DF entre pedicelos. Por otro lado, la podocalixina presenta conexiones con el
citoesqueleto de actina por lo que su pérdida favorece una alteracion en la estructura

celular (29).

- Transiciéon Epitelio-Mesenquimal: La TEM puede ser un mecanismo de

pérdida de adhesion podocitaria a la MBG y por tanto disminucidon de su nimero. Los
podocitos pueden presentar la transformacion fenotipica caracteristica de la TEM con
aparicion de marcadores mesenquimales como la desmina y pérdida de marcadores

especificos de esta célula como nefrina, ZO-1 o P-cadherina (36, 57).

Figura 7. Borramiento pedicelar. Izq: Estructura normal. Dcha: Borramiento pedicelar. Imdgenes
superiores de microscopia electronica de barrido, imagenes inferiores de microscopia electronica de

transmision. Adaptado de Mundel P et al. Kidney International (2010) 77, 571-580.
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C. MODELOS EXPERIMENTALES EN NEFROPATIA DIABETICA

C.1. Introduccion

En la investigacion biomédica el uso de modelos experimentales animales
murinos presenta muchas ventajas frente al uso de otras especies: el pequefio tamafio, el
gran nimero de crias que tienen y su corta esperanza de vida son algunas de ellas. A
nivel genético, los individuos son idénticos para un fenotipo concreto y existe un
conocimiento detallado de todo su genoma (58). La capacidad para manipular este
genoma obteniendo ratones transgénicos o knock-out (KO) aporta innumerables
ventajas a estos modelos para el estudio de la fisiopatologia de multiples entidades (59,
60).

Un namero considerable de estudios se han centrado en desarrollar modelos
animales que permitan estudiar la ND en sus diferentes momentos de evolucion con el
objetivo de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y preventivas. En la actualidad
son pocos los modelos murinos desarrollados que imiten con exactitud todas las
caracteristicas distintivas de la ND humana, debido a la resistencia de estos modelos a
desarrollar ND (61). En los modelos murinos existentes se consiguen describir las
consecuencias a corto plazo de la ND: hiperfiltracion glomerular, albuminuria y algunos
cambios histopatologicos, pero en la mayoria de los modelos no se consiguen observar

lesiones renales establecidas.

C.2. Criterios de validacion de modelos murinos de Nefropatia Diabética

Hace una década el National Institute of Health en Estados Unidos creo el Diabetic
Complications Consortium (http://www.diacomp.org/) con el objetivo de generar
modelos murinos Optimos para el estudio de la DM y sus complicaciones micro y
macrovasculares. Segiin este consorcio los criterios necesarios para que un modelo

resulte de utilidad para el estudio de la ND son los presentados en la Tabla 1.
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Funcion Renal

Filtrado Glomerular > 50% de disminucion a lo largo de la vida del animal

' 10 veces los valores de controles (por edad y sexo) de la
Albuminuria '
misma cepa

Anatomia Patologica

Expansion de la matriz mesangial moderada-grave =+
Compartimento Glomerular | esclerosis nodular y mesangiolisis

Engrosamiento de la MBG >50% del basal

Compartimento Vascular Hialinosis arteriolar
Compartimento Tubulo-
Intersticial Fibrosis tibulo-intersticial

Tabla 1: Caracteristicas funcionales e histopatologicas necesarias en los modelos murinos de ND.

En el momento actual no existe ninguin modelo que cumpla todos estos
requerimientos, lo que ha convertido los criterios de validacion en objetivos a tener en

cuenta y alcanzar, mas que en criterios requeridos para la validacion.

C.3. El fondo genético como modificador de la Nefropatia Diabética en el ratéon

En ratones, al igual que en humanos, existe una diferente susceptibilidad
genética al desarrollo de la ND. En este sentido, algunos grupos han centrado su trabajo
en caracterizar la susceptibilidad de diferentes cepas murinas a presentar ND
enfatizando la importancia del fondo genético en el desarrollo de esta enfermedad (61-
63). Por ejemplo es interesante destacar la relativa resistencia a desarrollar ND de la
cepa mas comunmente utilizada, el raton C57BI1/6 (63).

Gurley et al. estudiaron la susceptibilidad al desarrollo de ND en cinco cepas
diferentes a las que se indujo DM mediante la inyeccidon de estreptozotocina (STZ). En
este estudio se describe una diferente respuesta de los niveles sanguineos de glucosa
entre las distintas cepas, pero en todas ellas los machos demostraron mayor

hiperglucemia que las hembras (62).



C.4. Modelos de Nefropatia Diabética tipo 1 (Tabla 2)

- Induccion con estreptozotocina

Clasicamente el modelo mas utilizado para el estudio de la DM-1. La STZ es un
alquilante del ADN que produce toxicidad en las células  del pancreas por su entrada
en ellas utilizando el receptor de glucosa GLUT-2. En consecuencia, el animal
desarrolla una DM similar a la tipo 1 humana. Uno de los principales inconvenientes de
este modelo es la toxicidad colateral en otros tejidos: induce dafio en el ADN celular
(con diferente intensidad segun los tejidos) y un incremento del estrés oxidativo, entre
otros (64-67). A nivel clinico se detecta la presencia de albuminuria. A nivel de
histologia renal se observa glomeruloesclerosis y engrosamiento de la MBG; so6lo en 2
cepas especialmente sensibles se detectan lesiones renales avanzadas de

glomeruloesclerosis nodular e hialinosis arteriolar, las cepas KK/H1J y DBA/2J (61).

- Insulin-2 Akita

Este modelo se describio originalmente como alternativa a la toxicidad por STZ.
Se genera por la mutacion del gen Ins2 lo que produce una mal plegamiento de la
proteina insulina 2 que se convierte en toxica para las células B pancredticas. Esta
mutacion se transmite de forma autosémica dominante siendo viables los animales
heterocigotos (68, 69). Inicialmente se desarrolld sobre un fondo genético C57BL/6
(68), pero se puede desarrollar sobre diversos fondos, de nuevo, con diferentes
susceptibilidades a producir clinica y lesiones histologicas (70). A las 3-4 semanas de
vida los ratones presentan hipoglucemia, hipoinsulinemia y clinicamente polidipsia,
poliuria y albuminuria. A nivel histologico solo algunas cepas presentan aumento de la

matriz mesangial e hipertrofia glomerular.

- Non-Obese Diabetic

Los ratones Non-Obese Diabetic (NOD) presentan una DM tipo 1 caracterizada
por la presencia de insulinitis e infiltracion leucocitaria en los islotes pancreaticos. El
modelo fue desarrollado en 1980 y utilizado durante muchos afios para el estudio de la

inmunologia de la DM tipo 1 y del trasplante de islotes pancreaticos (71). La principal
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ventaja es la similitud de la fisiopatologia de la DM y de las alteraciones inmunitarias
con los humanos (72). Aunque no ha sido profundamente estudiado a nivel renal, si estd
descrito el desarrollo de albuminuria, proliferacion mesangial y esclerosis glomerular
(73, 74).

Este ha sido el raton utilizado en los estudios realizados en modelo animal de

esta tesis, por lo que se describe con mas detalle en la seccion de Métodos.

- eNOSKO

Es un modelo de descripcion y utilizacidn mas reciente. Se induce una mutacion
en el gen Nos3, que codifica la sintasa del 6xido nitrico endotelial (eNOS) y consigue
asi un raton incapaz de producir 6xido nitrico endotelial. Estos ratones son mas
susceptibles a desarrollar ND (75-77). Se ha utilizado para estudiar la ND inducida por
STZ. En estos ratones se observd una desarrollo de la ND mucho mas acentuado en

comparacion con los controles STZ sin la mutacion (76, 77).

- OVE26

Es un modelo de ratén transgénico que sobre-expresa calmodulina en la células
B pancreaticas bajo control del promotor de la insulina generando hiperglucemia,
hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia (78, 79). A nivel renal desarrolla caracteristicas
clinicas e histolégicas de ND: poliuria y albuminuria desde los 2 meses de edad que va
aumentado progresivamente hasta los 9 meses junto con un progresivo aumento de la
presion arterial (PA). Se detecta un incremento del FG medido por aclaramiento de
inulina durante los 2-3 meses de edad y posterior descenso entre los 5 y 9 meses. A
nivel histologico se observa una expansion difusa y nodular del mesangio, asi como
engrosamiento de la MBG y fibrosis tabulo-intersticial (79). Estas caracteristicas lo
hacen muy atractivo para estudiar la ND establecida, pero pocos grupos lo utilizan
dadas las dificultades para mantener estas colonias de animales por su elevada

mortalidad.
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‘ Modelos experimentales ND tipo 1

Mecanismo desarrollo DM | Clinica Lesiones histologicas
Glomeruloesclerosis
$77 Inyeccion STZ — Toxicidad Engrosamiento MBG
cel B pancreaticas Hialinosis arteriolar
Albuminuria |Pérdida Podocitaria
Mutacion gen Ins2 — mal | Polidipsia
) ) ) o Aumento matriz mesangial
Insulin-2 | plegamiento proteina insulina | Poliuria _
o Hipetrofia glomerular
Akita 2 — toxicidad células P
(algunas cepas)
pancreas
Proliferacion mesangial
NOD Autoinmunidad )
Esclerosis glomerular
Mesangiolisis
Mutacion gen NOS3 — No Microaneurismas
) ) | Albuminuria ) )
eNOSKO |produccion  oOxido  nitrico o Expansion matriz
Poliuria
endotelial mesangial
Polidipsia
Induccion DM por stz Glomeruloesclerosis
nodular y difusa
Albuminuria
Poliuria Expansion difusa y nodular
Sobre-expresion calmodulina | Polidipsia mesangial Engrosamiento
OVE26 o
en cel B pancreas Disminucion | MBG
FG Fibrosis tibulo-intersticial
HTA

Tabla 2: Resumen de los modelos murinos para el estudio de la ND en DM tipo 1.

C.5 Modelos de Nefropatia Diabética tipo 2 (7Tabla 3)

- LepR*®/LepR®™ (db/db)

La mutacion db/db en la cepa C57BLKS fue la primera descrita que provocaba
un fenotipo parecido a la DM asociada a obesidad en humanos (80). La mutacién en el

gen db, con una herencia autosdémica recesiva, provoca cambios en el receptor de la
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leptina. Estos cambios alteran las vias de sefializacion de €sta consiguiendo la anulacion
de la sensacion de saciedad en estos animales (81, 82). La ND en el raton db/db (cepa
C57BLKS/J) se manifiesta a las 8 semanas de vida con un incremento en la albuminuria
sin apariciéon lesiones histologicas. Progresivamente se desarrolla hipertrofia
glomerular, que es muy evidente a las 16 semanas de vida, momento en el que también
se observa una significativa expansion de la matriz mesangial. A los 18-20 meses de
edad estas lesiones son muy evidentes y se acompafian de engrosamiento de la MBG
(83, 84). Sin embargo, el desarrollo de albuminuria no se detecta en todos los trabajos

publicados que utilizan este modelo.

- DM inducida por dieta rica en grasas

Este modelo de DM secundaria a una dieta rica en grasas ha sido utilizada con
frecuencia para inducir obesidad y resistencia a la insulina en la cepa de ratones
C57BL/6 (85) y también como modelo para el estudio de aterosclerosis acelerada
asociada a la diabetes (86). Se detectan importantes alteraciones sistémicas compatibles
con el sindrome metabolico en humanos, incluyendo obesidad, hiperglucemia,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipertension arterial (87). A nivel renal
desarrollan albuminuria y expansion de la matriz extracelular. Otras lesiones descritas
con acumulacion lipidica, infiltracion por macrofagos, aumento de los niveles de estrés

oxidativo y alteraciones en la homeostasis del sodio (75).

- eNOSKO

Para el estudio de esta mutacion en la eNOS en un modelo de DM tipo 2 se cred
un ratébn doble KO: mutacion espontanea del receptor de la leptina (raton db/db) y la
mutacion dirigida del gen Nos3. A nivel clinico se detectd disminucion del FG medido
por aclaramiento de inulina y albuminuria importante. De las alteraciones histoldgicas
caracteristicas de la ND se observo la aparicion de mesangiolisis, microaneurismas,

expansion de la matriz mesangial y glomeruloesclerosis nodular y difusa (75, 88).
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Mecanismo Clinica Lesiones histologicas

Albuminuria
Mutacion gen db = cambios en Hipertrofia glomerular
Poliuria
el receptor de la leptina = no Expansion matriz
db/db Polidipsia
sensacion de saciedad - mesangial
Polifagia
obesidad Engrosamiento MBG
Obesidad
Albuminuria
Dieta rica | Dieta rica en grasas — obesidad
Sindrome Expansion mesangial
en grasas |y resistencia a insulina
Metabodlico
Albuminuria
Mesangiolisis
Mutacion gen NOS3— No | Poliuria _ _
Microaneurismas
produccion  6xido  nitrico Polidipsia
Expansion matriz
eNOSKO  endotelial Polifagia '
mesangial
Animal db/db Disminucion
Glomeruloesclerosis
FG
nodular y difusa
Hipertrofia glomerular
Albuminuria
o Expansion mesangial y
bob ' ) Poliuria o
BTBR°”*” | Mutacién gen leptina Mesangiolisis
Polidipsia
Engrosamiento MBG
Polifagia
Pérdida podocitaria

Tabla 3: Resumen de los modelos mds utilizados para el estudio de la ND en DM tipo 2.

- BTBROb/Ob

Dentro de los modelos murinos de més reciente descripcion se encuentra éste
que desarrolla DM tipo 2 de modo mas precoz que muchas otras cepas (89), ademas de
ciertas alteraciones neurologicas (90). Cuando sobre un fondo genético BTBR se
presenta una mutaciéon en el gen de la leptina (ob/ob) estos animales presentan
resistencia a la insulina con hiperinsulinemia e hiperglucemia a las 6 semanas de vida
(91). Este raton, como modelo de ND, parece reunir la mayoria de los criterios

propuestos por el Diabetic Complications Consortium, reproduciendo las caracteristicas

18



esenciales del dafio glomerular en la ND humana. Se identifican claramente hipertrofia
glomerular, marcada expansion mesangial, mesangiolisis y engrosamiento de la MBG,
asi como pérdida podocitaria a partir de las 8 semanas de vida. Clinicamente se
acompana de proteinuria 10 veces superior a sus controles (91). La aparicion rapida de
la ND y su similitud con la humana permite utilizar este modelo para el estudio de

estrategias terapéuticas dirigidas a detener o enlentecer la ND.

C.6. Ejemplos de modelos utilizados para el estudio de la Nefropatia Diabética que

no desarrollan DM

La implicacion de multiples vias fisiopatologicas en la evolucion de la ND ha
llevado a muchos grupos de investigacion a estudiar el papel de éstas sin necesidad de
inducir DM. Los siguientes son dos ejemplos que retratan las posibilidades que ofrecen

este tipo de modelos.

- Sobre-expresion GLUT-1

Esta demostrado que las células mesangiales en la ND sobre-expresan GLUT-1
(92). Wang et al. desarrollaron un raton que sobre-expresa GLUT-1 en las células
mesangiales, pero sin inducir desarrollo de DM (93). Este animal presenta expansion
mesangial difusa, ocasionalmente con caracteristicas nodulares, aunque son nodulos
mas celulares que no replican claramente los tipicos de Kimmelstiel-Wilson. A las 26
semanas de edad presentan glomeruloesclerosis moderada-grave con aumento del
colageno IV y la fibronectina (93). Estos hallazgos sugieren un papel del GLUT-1 en el
desarrollo de la ND y remarcan el interés de este tipo de modelos para el estudio en

profundidad e la ND.

- PodIRKO

Para determinar la posible trascendencia de la sefial de insulina en el podocito se
desarrollaron 2 modelos de raton KO para el receptor de la insulina tnicamente en los
podocitos, uno bajo el control del promotor de la nefrina y otro de la podocina (94). A
las 5 semanas de vida en ambos modelos aparecid albuminuria por pérdida de

interdigitaciones podocitarias y a las 8 semanas los niveles de albuminuria eran

19



significativamente mas elevados con agravamiento en las lesiones histoldgicas: pérdida
extensa de las interdigitaciones y ademas apariciéon de apoptosis podocitaria. A las 13
semanas de vida se observo expansion de la matriz mesangial, engrosamiento de la
MBG y glomeruloesclerosis (94). Estos hallazgos indican la importancia para la funcion

renal de la sensibilidad del podocito a la insulina.

D. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA. ENZIMA
CONVERTIDOR DE ANGIOTENSINA 2

D.1. Introduccion

El SRAA actia como regulador de la funcion cardiovascular, y sus alteraciones
tienen un papel fundamental en la fisiopatologia de diferentes enfermedades
cardiovasculares, entre ellas la ERC. Es una de las principales dianas terapéuticas para
retrasar la progresion de la ERC de diferentes etiologias, incluyendo la ND.

El SRAA es una cascada hormonal que se inicia con la sintesis de un enzima, la
renina, basicamente en el aparato yuxtaglomerular. Este enzima convierte el
angiotensinogeno a un péptido inactivo, la Ang-I. Esta, por la accion del enzima
convertidor de angiotensina (ECA) se transforma en Ang-II, un péptido biologicamente
activo, cuyas funciones en la ND se detallan en otros puntos de la introduccion. La Ang-
IT ejerce sus funciones a través de dos receptores: el receptor de la Ang-II tipo 1 (AT1-

R) y el tipo 2 (AT2-R). Figura §.

Angiotensindgeno

Renina

Angiotensina-(1-9) € —— Angiotensinal
ECA2

ECA
ECA Quimasas
Receptor AT1
Angiotensina(1-7)  €—— Angiotensinall
| ECA2
Receptor ATZ
Receptor Mas

Figura 8. Esquema con los principales elementos del SRA.
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D.2. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona y su modulacion farmacologica en

la Nefropatia Diabética

Desde los afios 80 estudios clinicos han demostrado la efectividad del bloqueo
del SRA en frenar la evolucion de ERC en la ND (95, 96). Durante los afos 90 diversos
ensayos clinicos aleatorizados y controlados con placebo demostraron que el uso de
IECAs retrasa la progresion de la ERC en pacientes con ND, independientemente del
control de presion arterial, con seguimientos que oscilaban entre los 2 y los 5 afios.
También se detectaron efectos beneficiosos sobre la proteinuria: reduccidon precoz y
menor probabilidad de progresion de la microalbuminuria a macroalbuminuria en los
pacientes en tratamiento con IECAs (97-99). Estos resultados se observaron tanto en
pacientes con ND secundaria a DM tipo 1 como tipo 2 (100, 101). La utilizacion de
doble bloqueo del SRAA con un IECA y un ARA-2 produce una mayor disminucion de
la proteinuria que la utilizacion aislada de un IECA (102).

A pesar de estos datos es necesario destacar que esta estrategia terapéutica no
parece influir en otra de las implicaciones clinicas de la DM, el aumento de riesgo
cardiovascular. Un estudio multicéntrico con un seguimiento a casi 5 afios
(ONTARGET) demostré que la combinacion de IECAs y ARA-2 no disminuye la
incidencia de eventos cardiovasculares o renales en los pacientes con ND y si aumenta
los efectos adversos (103).

La utilizacién de inhibidores directos de la renina como aliskiren en pacientes
diabéticos es controvertida. La deteccion de un incremento en la incidencia de
accidentes cerebro-vasculares y complicaciones renales durante el desarrollo de un
ensayo clinico (ALTITUDE) que evaluaba si anadir aliskiren al tratamiento habitual con
IECAs o ARA-2 disminuia la morbimortalidad cardiovascular y renal (104), llevo a la
Agencia Europea del Medicamento a desaconsejarlo en este tipo de pacientes.

Por tanto, la inhibicién del SRAA con un farmaco o con varios en combinacion,
no produce el nivel de proteccion cardiovascular deseada en estos pacientes y tampoco
frena por completo la evolucion hacia la ERC terminal. Es posible que esto sea
consecuencia de que, inhibiendo la formacion o actuacion de la Ang-II, se produzca
algin efecto compensatorio en otros niveles del sistema. Por eso, teniendo en cuenta su
papel central en la fisiopatologia de la ND, es necesario conocer en profundidad todos

los elementos del SRAA y valorarlos como posibles futuras dianas terapéuticas.
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D.3. Enzima Convertidor de Angiotensina 2

El descubrimiento en el afio 2000 de un mecanismo de degradacion de la Ang-11
a través de un enzima homologo del ECA, el enzima convertidor de la angiotensina 2
(ECA2), ofrecid la oportunidad de iniciar interesantes estudios sobre la regulacion del
SRA a través de este enzima (105, 106). EI ECA2 es una proteina transmembrana con
funcion de metaloproteasa dependiente de zinc y es el tnico enzima homdlogo activo
del ECA que se conoce en la actualidad (105-107). El gen del ECA2 se encuentra
localizado en el cromosoma X (Xp22) y codifica por 805 aminoacidos. El enzima
presenta un dominio catalitico amino terminal (con un 42% de homologia con el
dominio catalitico amino-terminal del ECA) y un dominio carboxi-terminal. La zona de
proteina de union del zinc (HEMGH) se repite 2 veces en la ECA y una vez en la
ECA2, y se localiza en la region homologa. Figura 9.

Mientras que el ECA cataliza la conversion de Ang-1 a Ang-11, el ECA2 degrada
la Ang-1I a Ang-(1-7) y la Ang-I a Ang-(1-9) (105, 106). Figura 8.

Inicialmente se describi6 la presencia de la ECA2 en el rifion, el corazon y los
testiculos (106, 107), aunque también esta presente en otras localizaciones como el

higado (108) o el sistema nervioso central (109).

HEMGH
——
ECA Somatico Nl -C
—_—
HEMGH Dominio Drom|n|0 -
Transmembrana Citoplasmatico
——
ECA2 \F | | -C

Figura 9. Estructura de ECA somdtica y ECA2. La zona de union al Zinc (HEMGH) se encuentra en la

zona homologa.

D.4. Localizacion y funcion del ECA2 a nivel renal

Varios estudios se han centrado en la localizacion del ECA2 a nivel renal. En
ratones se ha detectado mediante estudios de colocalizacion con inmunofluorescencia
(IF) y marcaje con particulas de oro en el compartimento glomerular, principalmente en
las células mesangiales y en los podocitos (sobre todo en los pedicelos y en los puntos
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de anclaje del DF). A nivel tabulo-intersticial se detectd principalmente en el borde en
cepillo del tabulo proximal, asi como en su citoplasma (110). Otro estudio mediante
microdiseccion de nefronas de rata mostrd la presencia de expresion proteica y génica
de ECA2 en todos los segmentos tubulares excepto en el asa ascendente gruesa (111).

En cuanto a la funcion del ECA2 a nivel renal, este ultimo trabajo valoro la
funcion del enzima a nivel tubular mediante la incubacidon de microdisecciones
tubulares con diferentes sustratos. Se observod que en las células tubulares proximales el
ECAZ2 participa en la formacion de Ang-(1-7) fundamentalmente por la conversion de
Ang-I en Ang-(1-9) y ésta por el ECA en Ang-(1-7) (111). Otro trabajo focalizado en el
ensayo de la actividad enzimatica del ECA2 utilizando diferentes sustratos observa que
el ECA2 solo hidroliza Ang-II y la hidrolisis del resto de péptidos es nula o minima
(112). Aunque ambos estudios muestran resultados contrarios no son excluyentes, ya
que son metodologicamente diferentes y es conocido que el SRAA local de distintas
c€lulas u 6rganos no son iguales.

En 2010 se publicé un trabajo con un modelo de raton no diabético KO para
ECAZ2 y estudiando sus consecuencias a nivel renal (113). En ratones KO de 3 meses de
edad no se encontraron alteraciones a nivel macroscopico o de microscopia Optica
comparado con los controles, pero al analizar el tejido renal con microscopia electronica
si se detectaron pequenios depdsitos mesangiales de fibras de coldgeno. Tras un afio de
seguimiento se detectd en microscopia Optica glomeruloesclerosis difusa, hialinosis
capilar y expansion mesangial. En estudios de inmunohistoquimica se observo un
aumento en la tincidén de Col I y Col II, fibronectina y a-SMA (marcador de musculo
liso). Con microscopio electronico se confirmd engrosamiento de la MBG.
Clinicamente se detecté albuminuria sin elevacioén de creatinina o urea en sangre. Estos
cambios no se asociaron a la aparicion de hipertension arterial y/o diabetes (114). Todos
estos hallazgos se revirtieron con el tratamiento con un ARA-2, lo cual sugiere que los

dafios observados eran mediados, al menos en gran parte, por la Ang-11 (114).

D.5. ECA2 y Nefropatia Diabética en modelos animales

Desde su descubrimiento, el papel del ECA2 y su principal producto, la Ang-(1-
7), en la ND ha sido un elemento de constante estudio y controversia. Uno de los
primeros trabajos en este campo utilizd el modelo de inyeccion de STZ con un periodo

de seguimiento de 24 semanas tras al induccion de la DM, con la finalidad de valorar

23



los efectos mas tardios de la DM sobre el ECA2 (115). Se detectd una disminucion de la
expresion génica y proteica de ECA2 a nivel tubular y un aumento de expresion génica
en el glomérulo en las ratas diabéticas comparado con los controles. Un subgrupo de las
ratas diabéticas fue tratado con IECAs observandose una normalizacion de los niveles
de expresion proteica renal de ECA2 (115).

En dos estudios con el modelo de raton db/db se encontraron diferentes
resultados (110, 116). Se observo mediante inmunohistoquimica una disminucion de la
expresion proteica a nivel glomerular de ECA2 junto con un incremento de su expresion
en tubulos. Se detectd un aumento en la expresion de ECA a nivel glomerular y
disminucion de la expresion tubular. Afiadiendo un inhibidor especifico de ECA2 en los
ratones diabéticos se detectd un incremento en la albuminuria respecto al diabético con
vehiculo junto con un mayor deposito de fibronectina. Este efecto parece secundario a
un acumulo de Ang-II, ya que la utilizaciéon de un ARA-2 evitd el aumento de
fibronectina (110). Estos resultados llevan a los autores a plantear la hipotesis de que un
aumento en los niveles de ECA con una disminucion del ECA2 a nivel intraglomerular
conduce a un aumento de la Ang-II a este nivel con su consiguiente efecto deletéreo.

El mismo grupo public6 un trabajo con el mismo modelo animal y un modelo de
diabetes por STZ, pero estudiando la actividad enzimatica del ECA2. La actividad
enzimatica estaba aumentada en el cortex renal al igual que la expresion proteica y
ambas correlacionaban. La expresion génica estaba disminuida sugiriendo una
regulacion post-transcripcional del enzima (117).

Posteriormente diferentes trabajos abordaron el papel del ECA2 en la ND
utilizando modelos experimentales KO para el ECA2 en ratones diabéticos tipo 1 (118-
120). Los animales KO presentaban un menor peso corporal que los controles wild-type
(118, 120). Se observo un deterioro mas precoz y marcado de la funcion renal en los
animales KO comparado con los diabéticos wild-type, con mayor albuminuria y
mayores niveles de creatinina y productos nitrogenados en sangre. A nivel histologico
también se detectaron lesiones mas marcadas en losanimales KO para ECA2 (118): un
volumen glomerular mayor, junto con un incremento en la matriz mesangial y en el
grosor de la MBG, y aumento en marcadores histoldgicos de fibrosis como fibronectina,
a-SMA, Col IV (118, 120) y marcadores de inflamacién como aumento de VEGF y de
tinciones especificas para macrofagos (120).

En cuanto a otros elementos del SRAA el estudio de Wong et al. observd un

menor nivel de Ang-I y Ang-II a nivel renal en los KO (122). Contrariamente, en el
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trabajo de Shiota ef al. la Ang-II en los ratones KO estaba incrementada a nivel renal,
aunque no a nivel plasmatico (120). En la literatura se dan posibles explicaciones a
estos resultados: puede que esté¢ influido por el tipo de andlisis realizado, ya que el
cortex renal global no significativo de lo que ocurre a nivel glomerular en el raton.
También es posible que sea cepa-dependiente (118, 121) o debido al modelo de diabetes
o al tiempo de evolucion de la misma. En cuanto a la Ang-(1-7) se detecté una
disminucidn en sus niveles corticales (119).

El tratamiento con ARA-2 disminuy¢ los niveles de albuminuria en los KO a los
niveles de los tnicamente diabéticos, remarcando que el dafio presente es dependiente
de Ang-II al menos en parte (118, 120). En cambio la utilizacion de IECAs no revirtio
la albuminuria en los animales KO indicando que es posible que el efecto de los IECAs
esté relacionado con el ECA2 (119).

Otros modelos de diabetes en los que se bloque6 farmacoldgicamente el ECA2
mostraron hallazgos similares, con incremento de la albuminuria e histologicamente
aumento de la matriz mesangial (122). En el trabajo de Tikellis et al. la administracion
de un inhibidor de ECA2 a ratones diabéticos produjo los mismos efectos: aumento de
la albuminuria, disminucion en la expresion de marcadores de fibrosis y disminucion de
los niveles de Ang-(1-7). En este caso la respuesta al tratamiento con un IECAs también
fue nula (119).

Por tanto de estos trabajos se concluye que la delecién génica o la anulacion
farmacologica del ECA2 producen un empeoramiento de las lesiones renales y sus
consecuencias clinicas en animales diabéticos.

Estos trabajos permiten suponer que estos efectos son secundarios al incremento
de Ang-II. La Ang-(1-7) y su receptor estdn disminuidos en los rifiones de diferentes
modelos de animales diabéticos (123, 124). Es conocido que la Ang-(1-7) tiene un papel
renoprotector en la ND, modulando la inflamacion, el estrés oxidativo (125-127) y parte
del proceso de fibrosis renal (128). Sin embargo este efecto beneficioso es
controvertido. En un estudio en animales diabéticos por STZ a los que se infundia Ang-
(1-7) durante 6 semanas (129), se observd peor evolucion que en los diabéticos sin
infusién: menor peso corporal y mayor peso renal, mayor proteinuria y elevacion mas
marcada de marcadores de fibrosis como el TGF-B. En cuanto a los diferentes
elementos del SRAA detectaron una disminucion de los niveles de expresion génica de
ECAZ2 con normalizacion de los niveles de ECA a cifras comparables con los controles

no diabéticos. Ademas de un aumento en el AT1-R, en sentido contrario a los diabéticos
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sin infusidn, y disminucion AT2-R y del receptor especifico de Ang-(1-7), el Receptor
Mas, més marcada que en los diabéticos. En cuanto a la Ang-II sus niveles estaban
elevados en plasma y rifidén en el grupo de diabéticos y también en los que recibian la
infusion de Ang-(1-7), pero en menor medida (129). Los autores concluyen con la
hipdtesis de que los niveles elevados de Ang-(1-7) pueden inhibir la accion del ECA2 y
acelerar el efecto deletéreo del ECA-Ang-II junto con sus receptores. Otra de las
posibles explicaciones de este efecto es que, a altas concentraciones, la Ang-(1-7) se
une al AT1-R, por lo que es posible que estos efectos perjudiciales sean por la sefial

dependiente de este receptor (129).

D.6. ECA2 y Nefropatia diabética en humanos

En 2004 se publico el primer trabajo que estudiaba la distribucion del ECA2 en
biopsias humanas, comparando sujetos sanos con pacientes con nefropatias de
diferentes origenes, entre ellos ND, mediante inmunohistoquimica y medicidén semi-
cuantitativa (130). Los sujetos con patologia renal mostraban mayor expresion global de
ECA2, mas concretamente: tincion mas potente en podocitos, aparicion de una sutil
tincion en mesangio y aparicion de ECA2 a nivel de endotelio glomerular y de capilares
peritubulares. A nivel tubular no habia diferencias respecto a los sanos: tincion mas
marcada en borde en cepillo de tibulo proximal y mas débil en tibulo distal colector.
Tampoco existian diferencias en vasos de mayor calibre: tincidon potente en endotelio y
musculo liso de arterias interlobares y en venas. No se observaron diferencias entre los
pacientes con o sin bloqueo del SRAA (130). Estos hallazgos, principalmente a nivel
endotelial, podrian estar relacionados con el incremento en la expresion de ECA en esas
mismas zonas, sugiriendo que el aumento de ECA2 es un mecanismo compensatorio
frente al posible aumento de la Ang-II (130, 131).

Posteriormente se publicé un estudio de la expresion génica de los diferentes
elementos del SRA en cortex renal de pacientes diabéticos comparado con pacientes con
otras nefropatias. Unicamente encontraron un aumento significativo en la expresion
génica de ECA y ATI-R, pero no variaciones en el ECA2, posiblemente debido al
pequefio tamafio muestral de pacientes diabéticos (n=8) (132).

El tnico trabajo centrado Unicamente en el estudio de la expresion de ECA y
ECA2 en biopsias renales de pacientes con ND comparado con controles sanos se

publicd en 2008 e incluyd solo 20 pacientes (133). Detectaron en los diabéticos un
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incremento en la expresion proteica de ECA, con una expresion génica igual a los
controles, a nivel glomerular. Esto podria indicar una regulacion post-transcripcional del
enzima. No detectaron variaciones en el ECA a nivel tubular. En cuanto al ECA2 existe
una menor expresion génica y proteica del enzima tanto a nivel glomerular como
tubular. Con estas variaciones el indice ECA/ECA2 a nivel glomerular y tubular estd
aumentado en los diabéticos, indicando una situacion favorable a la sintesis de Ang-II
en estos pacientes. En los pacientes con peor funcidon renal los niveles de ambos
enzimas son significativamente mas bajos que en los que presentan una funcion renal
conservada (133), lo que indica que a lo largo de la evolucion de la ND los diferentes

elementos del SRAA también evolucionan y cambian.

E. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA EN EL PODOCITO
DIABETICO

El podocito posee un SRA funcional propio que presenta variaciones en
diferentes situaciones patoldgicas. Esta demostrado que la presencia de niveles elevados
de glucosa o el estrés mecanico incrementan los niveles de Ang-1I. Estos cambios
inducen dafio celular que lleva al desarrollo de proteinuria y glomeruloesclerosis con
progresiva pérdida de la funcion renal.

Esta parte de la introduccidon estd centrada en las evidencias existentes en la
literatura acerca de los podocitos en cultivo, la ND y el SRAA; ya que en esta tesis se ha

utilizado una linea celular inmortalizada para los estudios del SRAA en podocitos.

E.1. Los podocitos como diana terapéutica

Es sabido que el bloqueo del SRA disminuye la proteinuria y retrasa la
progresion de la ERC bloqueando la Ang-1I (97, 99, 134). El nimero de podocitos por
glomérulo predice la progresion de la ND sugiriendo que la prevencion de esta pérdida,
por ejemplo previniendo las alteraciones de la nefrina-citoesqueleto, es
terapéuticamente relevante. La actividad del SRA en el podocito y sus alteraciones en
la ND, convierten esta célula en una importante diana farmacolégica.

Diversos estudios analizan al efecto de IECAs y ARA-2 en los podocitos

utilizando diferentes modelos animales. Los IECAs y ARA-2 han demostrado reducir
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la proteinuria y atenuar la reduccion de nefrina asociada a la ND en ratas diabéticas por
inyeccion de STZ (135, 136). En modelos de DM tipo 1 y 2 y en cultivos celulares con
alta glucosa en el medio se observd que la administracion de IECAs o ARA-2 previno
la menor expresion y redistribucion de la ZO-1 detectada en ausencia de farmacos
(137, 138).

Analizando la MBG con microscopia electronica en ratas diabéticas por STZ
Mifsud et al. encontraron una disminucion en los poros de la MBG, indicativo de
ensachamiento de los pedicelos. Estos hallazgos se atenuaron tras la administracion de
IECAs o ARA-2 (139). En otro estudio se demostrd la reduccion en el nliimero de
podocitos, irregularidades en las interdigitaciones de los pedicelos y borramiento
pedicelar en ratas espontdneamente hipertensas con diabetes por STZ. Estas alteraciones
disminuyeron tras la administracion de una ARA-2. Un hallazgo adicional fue el
incremento en la tincion para desmina (marcador de TEM), que disminuyo tras la
administracion de un ARA-2 (140).

Langhman et al. desarrollaron un interesante estudio en pacientes con DM tipo 2
con proteinuria que fueron aleatorizados a recibir IECAs o placebo durante 2 afios. En
las biopsias renales de estos pacientes se observé una disminucion del 62% en la tincion
para nefrina en el grupo diabético comparado con el no diabético y una correlacion
inversa entre la expresion de nefrina y el grado de proteinuria. Sin embargo, no se

encontraron diferencias entre los diabéticos tratados y no tratados (141).

E.2. Sistema Renina-Angiotensina propio de los podocitos: Enzimas, Péptidos y

Receptores.

Diferentes estudios se han centrado en describir el SRA en podocitos tanto
humanos como de raton. Estos estudios encontraron que el podocito posee todos los
elementos de SRA necesarios para generar Ang-II y Ang-(1-7), los elementos

biologicamente mas activos de este sistema (33, 34). Figura 10.
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Figura 10. SRA de un podocito. Enzimas, Péptidos y Receptores.

- Enzimas

Diversos estudios han demostrado la expresion génica y proteica de renina en
cultivos celulares (33, 34, 142). Ademas se detectd actividad de renina mediante
métodos indirectos, la generacion de todos los péptidos del SRAA tras la incubacion
con el sustrato de la renina, e inhibiendo esta reaccion en presencia de un bloqueante
especifico de la renina (34). Hasta la publicacion de estos trabajos no habia evidencia en
la literatura que demostrase la presencia de renina en los podocitos. Sequeira Lopez et
al. plantearon la hipotesis de que la habilidad de las células adultas para sintetizar renina
depende de su estirpe celular. Durante el periodo embrionario y fetal las células que
expresan renina estan ampliamente distribuidas a lo largo del arbol arterial renal, el
mesangio, el intersticio renal y en un grupo celular en los tabulos renales en desarrollo.
Segtn va produciéndose la maduracion el nimero de células que expresan renina se va
restringiendo al aparato yuxtaglomerular, pero una alteracion en la homeostasis resulta
en un incremento en este tipo de células a nivel glomerular. Utilizando un modelo de
raton trangénico con un gen reportero, localizaron las células que presentaban expresion
génica de renina. El musculo liso, las células epiteliales parietales y las células
mesangiales podian diferenciarse a células con renina en caso de que fuesen necesarios

mayores niveles de hormona, en este trabajo este estimulo era la presencia de una dieta
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baja en sodio (143). Basandose en estos experimentos Velez et al. plantearon la
hipotesis de que lo podocitos en cultivo pueden transformarse en células que expresan
renina debido a su inmortalizacién y también que enfermedades que llevan a lesiones
podocitarias, como la ND, pueden resultar en este mismo cambio fenotipico (34).

La presencia o ausencia de ECA en los podocitos es también un tema
controvertido. Diferentes estudios han demostrado la presencia de este enzima con
métodos directos (33, 34, 144) e indirectos (34). Contrariamente otros trabajos no
detectaron expresion ni funcionalidad del ECA (33, 110).

La expresion de ECA2 varia ampliamente entre diferentes tejido y especies (145,
146), en rinones de raton se ha detectado alta expresion del enzima principalmente en
podocitos y células mesangiales (110). En 2007 se demostro la presencia de ECA2 en
cultivo de podocitos murinos demostrando la degradacion de Ang-II en Ang-(1-7) vy,
mas significativamente, el acimulo de Ang-II en presencia de un inhibidor especifico de
ECA2 (34).

El papel de la neprilisina en el podocitos es ser la principal via de formacion de
Ang-(1-7), como se demuestra en diferentes trabajos en cultivos celulares de podocitos
humanos y murinos (34, 147).

La funcion principal de la aminopeptidasa A en podocitos en cultivo conocida es

degradar Ang-II en Ang-III (34), destacando una répida degradacion de la Ang-II por

este enzima (147).

- Péptidos

El Agt es el primer péptido en la cascada del SRA y el Unico sustrato conocido
de la renina. Su presencia en podocitos se demostré detectando ARNm en una linea
celular de podocitos de raton (33).

En cuanto a los péptidos de la angiotensina, los productos mas activos del SRA
son la Ang-(1-7) y Ang-II. La Ang-(1-7) es el producto del SRA mas abundante en el
podocito (34) y como ya se ha comentado, la neprilisina tiene el papel principal en su
generacion (34). Los podocitos humanos diferenciados secretan Ang-II. Se ha
demostrado una modesta formacion de Ang-II sensible a captopril en podocitos de ratén
(34), aunque en podocitos humanos la formacion no se altera significativamente en
presencia de inhibidores de la renina o del ECA, lo que sugiere la implicacion de vias

independientes del ECA en su sintesis (33).
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- Receptores

Mediante estudios de expresion proteica, génica e IF, se detectaron tanto el AT1-
R como el AT2-R en la membrana de podocitos siendo mas intensa la expresion de
ATI-R (33, 148, 149). Dada la presencia de ambos receptores en la superficie de los
podocitos, diferentes autores plantean la hipdtesis de que la Ang-II sintetizada por el
podocito pueda tener una funcion autocrina en la célula por endocitosis mediada por
estos receptores (33). Algunas de sus acciones podrian consistir en su interaccion con
receptores nucleares especificos que regulen la transcripcion génica, por ejemplo de
renina y Agt, también la interaccion con receptores intracelulares que conlleven al
generacion se segundos mensajeros y efectos sobre los flujos 16nicos de calcio (150).
Esta aproximacion subraya la importancia del SRAA podocitario en la evoluciéon de la
ND y abre nuevas perspectivas en la investigacion.

Hasta el momento no hay evidencia en la literatura de la presencia del receptor

de Ang-(1-7), Mas-receptor, en los podocitos.

E.3. Alteraciones del Sistema Renina-Angiotensina en la Podocitopatia Diabética

- Angiotensinogeno y su enzima la renina

Los podocitos incubados con alta concentracion de glucosa muestran un
incremento en la expresion génica de renina, en la proporcion relativa de células
positivas en la tincion especifica de renina (142) y en la actividad del enzima (142,
144). La preincubacion con un inhibidor directo de la renina bloque6 la produccion de
Ang-II remarcando la importancia del enzima y su inhibicion en la ND (142). La renina
se une con la misma afinidad a sus receptores propios como a los de la pro-renina
(precursor de la renina). Duvarsula et al. demostraron la presencia de pro-renina
(mediante IF y estudios de expresion génica) en cultivo de podocitos de raton, del
mismo modo que en una linea primaria de podocitos de rata y en el rifiéon de ratas con
DM inducida por STZ. Mediante inmunohistoquimica detectaron un aumento en la
intensidad de la tincion para pro-renina dentro del glomérulo en ratas con hiperglucemia

incluso previamente al desarrollo de nefropatia (142).
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- Ang-(1-7) y sus enzimas: Neprilisina y ECA2

A pesar de que la neprilisina parece ser la principal fuente de Ang-(1-7) en el
podocito (34) no hay estudios focalizados en los cambios de este enzima en cultivos de
podocitos en condiciones “diabéticas”. Un estudio en un modelo animal de ratas con
ND por STZ mostr6 una disminucion de los niveles del enzima en cortex renal
comparado con el grupo control (151). De modo opuesto en otro trabajo posterior se
observd una atenuacion de los niveles de albuminuria en ratas diabéticas cuando
recibian un inhibidor de la neprilisina y detectaron una disminucion de la expresion
glomerular de desmina como marcador de dafio podocitario (152). Estos hallazgos
contradicen la 16gica del SRAA ya que la inhibicidn de la neprilisina deberia disminuir
la Ang-(1-7) alterando el balance Ang-II/Ang-(1-7) hacia un estado pro-Ang-II. Es
interesante remarcar la presencia de ECA2 en este sistema; es posible que este enzima
incremente su accion en caso de existir un incremento en los niveles de Ang-II, como
consecuencia se incrementarian los niveles de Ang-(1-7) y su papel renoprotector.

La tincion glomerular de ECA2 est4 disminuida en los ratones obesos diabéticos
db/db comparado con sus controles (110). Por otro lado, la disminucion del ECA2, tanto
farmacologica como genética, empeora la albuminuria y las lesiones glomerulares en
modelos experimentales de ND. El analisis de los rifiones de estos animales no
mostraron diferencias en el nimero o caracteristicas de los podocitos entre los grupos de
estudio (122). Utilizando un modelo de raton diabético por STZ y transgénico que
sobre-expresaba el ECA2 unicamente en los podocitos se observo que en los estadios
iniciales de diabetes el raton transgénico mostraba menores niveles de albuminuria y
menores alteraciones histologicas que el diabético no transgénico (153). Estas
evidencias confirman la potencial relevancia del ECA2 en la fisiopatologia de la

podocitopatia diabética, y posiblemente no sélo por su funcion degradando la Ang-II.

- Las dianas principales en la progresion de la ND: ECA y Ang-11

La presencia de alta glucosa en el medio de cultivo incrementa los niveles de
Ang-II de modo significativo y dosis-dependiente tanto en los lisados celulares como en

el propio medio (142, 154).
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Diversos estudios sugieren el papel de vias no dependientes de ECA en la
formacion de Ang-II, ya que no se detectd elevacion de este enzima (144) o porque la
preincubacion con IECAs fue incapaz de antagonizar la generacion de Ang-I1 (142).

En conjunto, estos estudios indican que los altos niveles de glucosa llevan a una
activacion del SRAA propio de los podocitos con un aumento de la generacion de Ang-
Iy AT1-R.

La presencia de estrés mecanico conlleva un aumento en los niveles de Ang-II
que no es bloqueado por la preincubacion con un IECAs, lo que de nuevo sugiere que
vias no dependientes de ECA participan en su formacion (37). En este mismo estudio se
detect6 un incremento de AT1-R tanto en los podocitos en cultivo como en modelo in
vivo. Otro hallazgo de gran interés fue el incremento en la apoptosis celular en presencia
de estrés mecanico. La pre-incubacion de las células con bloqueantes selectivos y no
selectivos de Ang-II disminuy¢ la apoptosis (37).

En estos estudios se da diferente valor al papel del ECA en la generacion de
Ang-I1, pero lo que si parece claro es que las quimasas parecen ser primordiales en su
formacion. Ademads del bloqueo tradicional del SRA, utilizar como dianas terapéuticas

otros elementos del SRA pueden ser estrategias altamente efectivas en la ND.

- Aminopeptidasa A: La degradacion de Ang-11

Varios articulos han estudiado el efecto del bloqueo de la aminopeptidasa A en
diferentes células renales en condiciones no diabéticas, incluidos los podocitos (155-

157), pero no en el contexto de la ND.

E.4. Efectos de la Angiotensina II sobre los podocitos en la Nefropatia Diabética

Los altos niveles de Ang-II en el rifion adulto se han asociado con efectos
deletéreos sobre la estructura podocitaria: alteraciones en el citoesqueleto y en
moleculas del DF, alteraciones en su carga negativa superficial, apoptosis y posible

TEM se encuentran entra las mas importantes (21, 40, 158). Figura 11.
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Figura 11. Diagrama del papel del SRA podocitario en la ND.

- Alteraciones en el citoesqueleto

El citoesqueleto podocitario es una estructura dindmica necesaria para el
mantenimiento de la estabilidad de la barrera de filtracién glomerular oponiéndose a la
elevada presion hidrostatica requerida para la filtracion glomerular fisiologica y en
presencia de un estrés mecanico patologico (17). Alteraciones en esta estructura pueden
llevar al desarrollo de proteinuria (159, 160).

La presencia de Ang-II en el medio de cultivo en una linea inmortalizada de
podocitos de ratdbn provocod cambios en la disposicion disposicion cortical de las fibras
de actina, con formacion de estructuras anulares y atenuacion de las fibras
convencionales (161). Ademas se observo un aumento de la migracion celular mediante
un ensayo ‘“‘wound-healing” (creacion de una discontinuidad en la monocapa celular).
Los autores hipotetizaron que variaciones en el citoesqueleto podrian ser un mecanismo
adaptativo a la variaciones de las presiones de filtracion secundarias, por ejemplo, a los
cambios en la presion arterial. Un cambio mas significativo en el citoesqueleto puede
causar una disminucion de la estabilidad podocitaria (161). Figura 11.

Otra evidencia del efecto de la Ang-II sobre la organizacion del citoesqueleto es
la redistribucion de la ZO-1 que se detecta claramente fragmentada y con menor
intensidad que en los controles sin Ang-II (137). Estos cambios causan un incremento

en la permeabilidad de la monocapa de podocitos, la preservacion de la ZO-1 en su
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ubicacion adecuada fue paralela a una reduccion significativa de la pérdida de albumina
a través de la monocapa (162).

Desde una perspectiva funcional varios estudios demuestran que los podocitos
humanos no son capaces de modificar su forma en presencia de estrés mecanico cuando
son incubados con Ang-II (163) o que tiene una mayor rigidez cuando son incubados
con Ang-II (164). Estos cambios son un elemento muy interesante de estudio y
profundizar ellos puede llevar a la deteccion de nuevas dianas terapéuticas o a la

utilizacion de farmacos que estabilicen el citoesqueleto.

Figura 11. Alteraciones en disposicion del citoesqueleto de actina (imdagenes superiorves: IF; imdgenes
inferiores: representacion esquemdtica). A y C: Situacion normal. B y D: Alteracion del citoesqueleto

con formacion del anillo periférico.

- Alteraciones en el Diafragma de Filtracion

Un estudio de biopsias renales de pacientes con DM tipo 1 0 2 y que presentaban
microalbuminuria o sindrome nefrético, mostré una distribucion granular con menor
intensidad en la tincion comparado con un patron lineal y punteado a lo largo de los

capilares en los controles (31). Los autores concluyeron que las alteraciones en la
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nefrina, que se observan ya en estados de microalbuminuria, parecen preceder a las
lesiones glomerulares (31).

Un estudio focalizado en las alteraciones del citoesqueleto detectd que la nefrina
disminuia en presencia de Ang-11 y que niveles mayores de Ang-II llevaban a la practica
desaparicion de la nefrina en los puntos de contacto entre pedicelos de podocitos
vecinos. Estos cambios se acompafiaban de un incremento en la permeabilidad a la
albimina de la monocapa de podocitos (162). Las alteraciones en la expresion de
nefrina parecen prevenirse la incubacion con un antagonista del AT1-R (165).

Las alteraciones a nivel de expresion génica y proteica de la nefrina se
acompafian de una fusion segmentaria de los pedicelos. Ademds se detecta una
correlacion negativa entre la expresion de nefrina y la proteinuria, asi como un

incremento en los podocitos apoptoticos por glomérulo (41).

- Apoptosis (Figura 13)

En podocitos de rata la incubacion con Ang-II produce apoptosis de modo
tiempo y dosis dependiente; con las mayores concentraciones ademas induce necrosis.
Este efecto esta asociado con la activacion de los receptores ATI-R y AT2-R
(Gnicamente la inhibicion de ambos previene la apoptosis) y con la expresion de TGF-f
(166). La Ang-II incrementa la expresion de Fas/FasL e induce la acumulacion de Bax,
ambos elementos pro-apoptoticos, probablemente a través de vias dependientes de AT1-
R y AT2-R. Ademas se observa una disminucién de Bcl-2, factor anti-apoptoético,
dependiente de ATI1-R (166).

Otra via de induccion de la apoptosis por Ang-II es la activacion de vias
dependientes de ERK (extracellular signal-regulated kinase) que causan una
translocacion del factor de transcripcion NFxkB que facilita la sobre-regulacion de
TRCP6, aumentando la concentracion intracelular de calcio (167).

Recientemente Sanchez-Nifio et al. estudiaron la apoptosis podocitaria por Ang-
IT y su relacion con la HSPB1 (heat shock protein Bl, proteina con efecto protector que
es rapidamente sintetizada en respuesta a estrés ambiental). Detectaron un aumento de
la HSPB1 en respuesta a la Ang-11. La inhibicion de la HSPB1 promovia la apoptosis
inducida por Ang-II via activacion de caspasa-3/9. En base a estos resultados,
planteaban la hipotesis de que la sobre-expresion de HSPB1 en presencia de Ang-II es

una respuesta adaptativa para prevenir la apoptosis inducida por Ang-II (168).
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- Transicion epitelio-mesenquimal

Los trabajos presentados en anteriores puntos de la introduccidn sugieren que se
podria considerar la TEM como una causa del despegamiento de los podocitos. Desde el
momento en que Ang-II en la ND eleva los niveles de TGF-B1, principalmente con un
incremento de estrés oxidativo (37, 40, 158, 169), la TEM puede ser considerada un
posible mecanismo de lesion podocitaria por la Ang-1I y por tanto susceptible de

modulacion farmacolégica.
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Figura 13. Esquematizacion de los efectos de la Ang-1I sobre las vias de apoptosis.

- Cambios en la carga anionica superficial

Un estudio desarrollado en podocitos humanos mostré que el estimulo con Ang-
II provoca una relativa disminucion de los proteoglicanos en el medio extracelular y un
incremento de los mismos en el sobrenadante del cultivo celular. Este trabajo se centra
en el estudio de un proteoglicano en concreto, la agrina, detectando una reduccion de su

expresion proteica en los extractos celulares (170).
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- Otros cambios podocitarios relacionados con la Ang-1I en la ND

Alteraciones en este dominio basal de la célula secundarias a la Ang-II conducen
al despegamiento podocitario (53, 54). Utilizando ratones transgénicos con una
deleccion selectiva en el podocitos de la B1 integrina, se observo que la pérdida de esta
proteina en el podocito deriva en borramiento pedicelar y pérdida podocitaria sin
cambios en la nefrina, podocina o CD2AP. Estos ratones desarrollaron proteinuria

masiva y fallo renal terminal (55).
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II. HIPOTESIS

En la nefropatia diabética existe una activacion de la expresion del SRAA
sistémico e intrarrenal. El ambiente hiperglucémico propio de esta patologia favorece un
desequilibrio en este sistema que conlleva un acaimulo de Ang-II con efectos deletéreos.
Dado que una de las principales funciones del ECA2 es degradar la Ang-I1 a Ang-(1-7),
con efectos opuestos a la Ang-II, se plantea la hipdtesis de que deben existir variaciones

en su presencia y funcion en una situacion de DM no controlada.

A pesar de constituir un modelo de gran interés al reproducir una DM tipo 1 muy
similar a la humana, los ratones NOD no han sido estudiados profundamente en lo
relativo al desarrollo de la ND y su evolucion con el tratamiento con insulina. Aunque
se han publicado numerosos trabajos sobre el ECA2 en la ND, su presencia en este
modelo de DM tipo 1 no ha sido estudiada en profundidad. Se plantea la hipotesis de
que en los ratones NOD diabéticos existen alteraciones renales que se modifican con un
correcto control glucémico con insulina. Ademas se hipotetiza que la expresion y
actividad de ECA2 sistémico y renal en el animal DM no controlado se modula al

tratarlo con insulina.

Los podocitos son cé€lulas clave en el mantenimiento de la barrera de filtracion
glomerular y su pérdida es fundamental en la evolucion de la ND. Un correcto control
de la glucemia, por ejemplo a través del tratamiento con insulina, previene la evolucién
de esta patologia. Al igual que en los modelos animales, existe una hiperactivacion del
SRAA en estas células en situacion de DM. Por tanto se plantea que la insulina ejerce
un papel directo sobre la modulacion del SRAA del podocito. Finalmente, y dado el
papel patogénico de la albuminuria per se en el desarrollo de la ND, hipotetizamos que
la interaccion de la misma con la accion de la insulina puede modificar el

comportamiento podocitario.

39



III. OBJETIVOS

A. OBJETIVOS DE LOS ESTUDIOS in vivo

- Estudiar la funciéon y morfologia renales en el raton diabético NOD
inicialmente no tratado y después de la normalizaciéon de la glucemia mediante la
administracion de insulina.

- Estudiar la ECA2 intrarrenal, circulante y urinaria en el raton diabético NOD y
su caracterizacion tras la normalizacion de la glucemia mediante la administracion de

insulina.

B. OBJETIVOS DE LOS ESTUDIOS in vitro

- Estudiar la ECA2 intrapodocitaria en una linea inmortalizada de estas células
procedentes de raton y la influencia directa de la insulina, en presencia o no de
albumina.

- Estudiar la influencia directa de la insulina, en presencia o no de albimina,
sobre la expresion génica de otros elementos del SRAA podocitario.

- Estudiar la influencia directa de la insulina, en presencia o no de albimina,

sobre la apoptosis celular podocitaria.
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IV. MATERIAL Y METODOS

A. ESTUDIOS EN MODELOS EXPERIMENTALES ANIMALES

A.1. Modelo Experimental Animal y Grupos experimentales

Se han utilizado ratones hembra NOD/ShiLt para las intervenciones y ratones hembra
NOR/Lt] como controles (Jackson Laboratory, Bar Harbor ME, USA) que se han

criado en el estabulario del nuestro centro (PRBB) en zona libre de patogenos. Figura

14.

Figura 14: Izquierda: Raton NOD. Derecha: Raton NOR. Fuente: The Jackson Laboratory Database.

Los ratones NOD desarrollan de modo espontineo una DM autoinmune por
mediacion de células T bajo un complejo control poligénico presentando, por ejemplo,
alteraciones a nivel del complejo mayor de histocompatibilidad iguales a Ilas
encontradas en humanos (171, 172). La penetrancia de los diferentes genes que
participan en la diabetogénesis estd muy influida por factores del entorno,
caracteristicamente la estimulacion del sistema inmune del raton por patdgenos
ambientales conlleva el desarrollo de un sistema inmune normal. Por ello los ratones
deben ser criados en un ambiente libre de patdgenos muy estricto (173). Otra
peculiaridad de esta cepa consiste en que las hembras desarrollan una insulinitis mas
invasiva y destructiva que los machos, por lo que existe una mayor incidencia de DM en
hembras que en machos (80-90% vs 10-40% a las 30 semanas de vida) y por este

motivo los experimentos se llevan a cabo en hembras (171).
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Los ratones se ubicaron en cajas ventiladas individualmente con libre acceso a
comida y agua. El Comité Institucional de Cuidado Animal aprobd los procedimientos
segun las Guias Espafiolas para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.

Se obtuvieron muestras para glucemia capilar se obtuvieron de la vena safena
mediante el Accu-Check Compact Plus (Roche) y se realizaron determinaciones cada 2
semanas a partir de la semana 10 de vida. La aparicion de diabetes se defini6 como
nivel sanguineo de glucosa mayor de 250 mg/dl en dos determinaciones consecutivas
con un intervalo minimo de 48 horas. Los ratones diabéticos se asignaron
aleatoriamente a dos grupos: grupo de tratamiento o grupo de no intervencion. El
seguimiento se realizd durante 21 dias o 40 dias tras el diagnostico de diabetes, siendo
los primeros los denominados estadio precoz y los segundos estadio tardio. Por tanto,
en cada uno de los tiempos los estudios se desarrollaron en 3 grupos experimentales
(Figura 15):

- Grupo 1 (NOR, n=8): Ratones de la cepa NOR como controles no diabéticos.

- Grupo 2 (NOD, n=8): Ratones de la cepa NOD diabéticos sin control glucémico.

- Grupo 3 (NOD+Insulina, n=6): Ratones de la cepa NOD en los cuales se ajustan
las glucemias sanguineas por debajo de 250 mg/dl mediante el uso de uno o dos
implantes subcutaneos de insulina, Linbit® (LinShin Canada Inc). La liberacién

progresiva es de 0,1 U Insulina/24 h/implante.
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Figura 15: Grupos experimentales animales del estudio.
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A los 21 o 40 dias del inicio de la diabetes y de la intervencidn terapéutica se
procede al sacrificio, previa sedacion del animal con pentobarbital intraperitoneal, y a la
extraccion de las muestras para estudio. Los procedimientos realizados en este punto
fueron:

- Peso corporal total y peso de los rifiones extraidos.

- Sangre: Analisis de la glucemia capilar de la vena safena (valores expresados
en mg/dl) y para obtencion de suero y plasma.

- Orina: Obtenida a partir de un masaje abdominal.

- Riidén: Se obtuvieron después de una perfusion total del animal con PBS. La
mitad de uno de los rifiones se fija en una solucion de formalin (formaldehido 4%)
tamponada al 10% con pH neutro y se procesa para inclusion en parafina. Una pequefia
porcion de rifion es fijado en glutaraldehido para andlisis mediante microscopia
electronica. El resto del tejido renal se congela en nitrogeno liquido y posteriormente a -

80°C para realizar extractos proteicos.

A.2. Medida de la excrecion urinaria de albumina

La excrecion urinaria de albimina (EUA) se midié en muestras puntuales de orina
obtenidas mediante masaje abdominal. Los niveles de albumina se determinaron
mediante un kit comercial de ELISA (Albuwell M, Exocell) y los niveles de creatinina
mediante método colorimétrico utilizando un kit comercial (Creatinine Companion,

Exocell). Los resultados se expresan en pg de albumina / mg creatinina.
A.3. Medicion de la Presion Arterial

Para la medida de la PA se utiliz6 el método del manguito en la cola del raton (tail-
cuff, CODA, Kent Scientific Corporation). Se realizaron las mediciones en ratones

conscientes y entrenados durante 5 sesiones consecutivas, siempre por la mafiana

durante la semana previa al sacrificio. Los resultados se expresan en mmHg. Figura 16.
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Figura 16: Izquierda: Vision general del sistema CODA para medicion de la PA con la plataforma
que mantiene una temperatura constante de 32°C y 2 inmovilizadores donde se habituan los animales
para las mediciones. Derecha: Imagen de un sistema de medicion con un raton en su interior y en detalle

los manguitos que se colocan en la cola del animal.

A.4. Medida del Filtrado Glomerular mediante Aclaramiento de Inulina

El Filtrado Glomerular se midié6 mediante el aclaramiento de inulina marcada con
FITC que es fluorescente (FITC-inulin) tras un bolus tnico (174). En el animal
anestesiado se inyectaron 3,74 ul/gr de peso de una solucion dializada de FITC-inulina
al 5% en suero fisioldégico. La inyeccion fue en la vena caudal del raton y
posteriormente se realizaron extracciones de 30 ul de sangre de la vena safena en los
minutos 3, 7, 10, 15, 35, 55 y 75 tras la inyeccion.

La fluorescencia plasmatica se determin6 usando un fluorimetro con una longitud de
onda de excitacion de 485 nm y de emision de 538 nm (Tecan Infinite 200 reader,
TECAN Instruments). Los valores de la fluorescencia se ajustaron a una curva de
descenso exponencial en 2 fases usando una regresion no lineal mediante el software
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA). El FG se calculé como ya se ha

descrito en la literatura (175) y los resultados se expresan en pl de FITC-inulina/minuto.

A.5. Morfologia Renal. Estudios de tamafio glomerular y contaje de podocitos.

Los rifiones incluidos en parafina se cortaron con microtomo con un grosor de 4 um,
desparafinados en xilol y rehidratados tras inmersion en etanol en gradacion creciente.
Los cortes se tifieron con Hematoxilina-Eosina (H-E) y 4cido periddico de Schiff (PAS)

con el objetivo de analizar la presencia de lesiones relacionadas con la diabetes.
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Por otro lado se valor6 la hipertrofia glomerular en los cortes tefiidos con PAS
mediante la medida del area de aquellos glomérulos en que se observaba el polo
vascular, para evitar cortes tangenciales. Las fotografias se realizaron utilizando un
microscopio Olympus BX61 y las mediciones mediante el software Image J.

Se realiz6 también una tincion para WT-1 (Anticuerpo policlonal de conejo,
dilucién 1:250, Tebu-Bio) para el marcaje de los nucleos podocitarios con el objetivo de
contabilizar el numero de podocitos por glomérulo. Se realizd6 una contratincién con
Hematoxilina para contar el resto de células en cada glomérulo. El contaje fue ciego y lo
realizaron 3 observadores diferentes. Los resultados se expresan en % de podocitos en

cada glomérulo.

B. ESTUDIOS EN CELULAS EPITELIALES GLOMERULARES
(PODOCITOS)

B.1. Cultivo Celular

Los estudios celulares se realizaron utilizando una linea celular inmortalizada de
podocitos de raton. La generacion de esta linea celular se realizd a partir de los
glomérulos aislados del Inmortomouse®. Este raton se caracteriza por poseer un
oncogen (SV40 TAg: simian virus 40 large tumor antigen) que permite que todas las
c€lulas de su organismo sean inmortales. Este oncogén est4 regulado de dos modos: es
termo-sensible y estd bajo control de un promotor inducible de interferon-y (IFN-y) (20,
176). Esta linea celular se caracteriza por presentar dos fases claramente diferenciadas
durante su cultivo: una inicial de proliferacion que se produce en condiciones
permisivas, en presencia de IFN-y a 32°C, y posteriormente una fase de diferenciacion
en condiciones no permisivas, sin IFN-y y a 37°C en la que van adquiriendo el fenotipo
caracteristico comparable al que presentan in vivo. Ademas, dada su “inmortalidad”
estas células mantienen sus caracteristicas diferenciales durante un namero elevado de
pases, siendo ésta otra de sus principales ventajas respecto a otras lineas celulares (20,
177).

Las células se encuentraban congeladas en crioviales de 1 ml en tanques
criogénicos a -150°C. Se descongelaban resuspendiendo el volumen total del vial en
9ml de medio de RPMI a 37*C con 10% de suero fetal bovino (FBS Gold inactivado

durante 30 minutos a 56°C, PAA Laboratories GmbH) a 37°C. Posteriormente se realizd
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una centrifugacion a 380G durante 5 minutos y el pellet resultante se resuspendié en
10ml de medio de cultivo, con las condiciones que se indican a continuacion, y se
sembraron en frascos de cultivo de 75cm”.

Los primeros 3-5 dias tras la descongelacion las células proliferaron en una
incubadora (95% aire/5% CO,) bajo condiciones permisivas: a 32°C en presencia de
IFN-y de origen murino (50UI/ml los 2 primeros pases y 25Ul/ml los subsiguientes,
Life Technologies Corporation). Durante este periodo el medio de cultivo utilizado fue
RPMI conteniendo un 10% de FBS; 100UI/ml de penicilina con 100pg/ml de
estreptomicina y 2mM de glutamina (todos de PAA Laboratories GmbH). Figura 17.

Figura 17: Cultivo de podocitos en condiciones permisivas (32°C, en presencia de IFN-y).

Cuando las células presentaban una confluencia del 80-95% se tripsinizaron con
Iml de tripsina-EDTA (0,5 mg/ml y 0,22 mg/ml respectivamente, PAA Laboratories
GmbH) durante menos de 1 minuto y el efecto se revirtié ailadiendo 9ml de RPMI con
un 10% de FBS. Se realiz6 una centrifugacion 380G durante 5 minutos y se realizaron 3
lavados del pellet con PBS atemperado (Phosphated-Buffer Saline, PAA Laboratories
GmbH). Tras el ultimo lavado se resuspendi6 el pellet en Sml de medio y se realizé un
contaje celular utilizando una camara de contaje de Neubauer.

En ese momento las células se sembraron en placas de petri de 100mm de
diametro (135.000 células por placa) y se indujo la diferenciacion celular durante 14
dias en condiciones restrictivas (ausencia de IFN-y a 37°C) en una incubadora con 95%

aire/5% CO,. En esta situacion la proliferacion se reduce muy significativamente y las
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células van adquiriendo progresivamente las caracteristicas morfologicas de los
podocitos diferenciados in vivo. Durante este proceso de diferenciacion las células
fueron cultivadas en medio DMEM con una concentracion de glucosa estandar (SmM)
conteniendo 1% de FBS Gold, 100UI/ml penicilina con 100pg/ml estreptomicina, 2mM
de glutamina y 0.1mM de piruvato sédico (todos ellos de PAA Laboratories GmbH).

Durante estos dias se realizo cambio de medio de cultivo cada 72 horas.

Evolucidn de la morfologia celular durante el proceso de diferenciacion: Destaca

el progresivo incremento del tamafio citoplasmatico, asi como el desarrollo de procesos
de interdigitacion, siendo estos los puntos de contacto entre los mismos. Al finalizar la

diferenciacion observamos células planas de gran citoplasma, uni o binucleadas,

arborizadas y con prominentes procesos interdigitados con las células vecinas (177).

Figuras 18 a 22.

Figura 18: Dia 2 de diferenciacion.
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Figura 19: Dia 5 de diferenciacion.

Figura 20: Dia 7 de diferenciacion.

En ambos procesos, proliferacion y diferenciacion, las células fueron cultivadas
en frascos o placas con una cobertura de colageno tipo-I a una concentracion de
50ug/ml (BD Bioscience) en acido acético 0,2N.

El dia 12 de diferenciacion se cambid el medio de cultivo retirando el FBS,
denominado periodo de starvation (inanicion). Tras 24 horas se realizo la incubacién
con insulina del siguiente modo: se modifico el medio de cultivo utilizando DMEM con
alta concentracion de glucosa (25mM) y afiadiendo insulina (concentracion final: 100 o
200nM segun experimentos) y/o albumina (10mg/ml de albumina de suero bovino,
Applichem) durante 1 hora, 24 horas o 48 horas dependiendo del experimento. Se
realiz6 un grupo control para cada situacion temporal. En cada grupo el nimero de

experimentos fue al menos de n = 5.

Figura 21: Dia 12 de diferenciacion.
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Figura 22: Dia 14 de diferenciacion.

C. TECNICAS ESPECIFICAS

C.1. Western Blot

El Western Blot (WB) es una técnica utilizada para detectar proteinas en una
muestra determinada. Las proteinas, una vez desnaturalizadas y negativizada su carga,
se separan mediante electroforesis en un gel de acrilamida en funcion de su peso
molecular. Posteriormente estas proteinas son transferidas a una membrana adsorbente
utilizando una corriente eléctrica. Para detectar la proteina a estudio se utilizan

anticuerpos especificos y se detecta su presencia mediante métodos fluorescentes.

Figura 23.
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Figura 23: Figura esquemdtica del proceso de un WB.
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El WB se realiz6 utilizando una técnica estandar:

- Preparacion muestras:

- Células: Se lavaron con PBS frio (x2), se levantaron de la superficie de
cultivo mediante un rascador con una solucion tamponada (buffer) para la lisis celular
que contenia SO0mM Tris-HCI pH 6,8, 10mM EDTA, 100mM NaCl, ImM DTT, 1mM
Pefabloc SC Plus y un coctel de inhibidores de proteasas libre de EDTA (ambos de
Roche) y un 1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich).

- Tejido renal: Este se encontraba congelado a -80°C, se tomd una
muestra de cortex renal que se homogenizd con el mismo buffer que el utilizado en
células.

Los homogenizados, de células o tejido, se clarificaron mediante centrifugacion
a 14000G durante 10 minutos a 4°C. La concentracion proteica de los sobrenadantes fue
determinada mediante un kit comercial: Micro BCA Assay Kit (Thermo Scientific),
utilizando albumina de suero bovino para la curva patron.

Se utilizaron 10 pg de proteina en las muestras celulares y 15 pug de proteina en
el caso del cortex renal. Las proteinas se desnaturalizaron a 100°C durante 10 minutos
diluidas en un tampdn de carga compuesto por: 21mM TrisHCI a pH 6,8, 20% SDS,
34% glicerol, 19% beta-mercaptoetanol y azul de bromofenol.

- La electroforesis se realiz6 en un gel de acrilamida/bisacrilamida al 8%.

- Las muestras se transfirieron a una membrana mediante un sistema de
transferencia himeda (Bio-Rad) con un buffer con alta concentracion de glicina y baja
de etanol que favorecia la transferencia en estas muestras. Se utilizé una membrana de
PVDF (GE Healthcare Life Science) que requiere activacion previa con metanol.

- La eficacia global de la transferencia se comprob¢ tifiendo la membrana con
Rojo Ponceau y el gel con Azul de Coomassie, tinciones que marcan las proteinas

transferidas a la membrana o que persisten en el gel. Figura 24.

Figura 24: Izquierda: Gel teriido con Azul de Comassie mostrando las bandas proteicas. Derecha:

Membrana teriida con Rojo Ponceau mostrando una correcta transferencia proteica.
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- Las membranas se incubaron durante 30 minutos con una solucién de bloqueo
compuesta por leche desnatada al 2,5% en TBS (Tris-buffered saline; PAA
Laboratories GmbH) con un 0,2% de Tween-20 (Sigma-Aldrich) (TBS-T) para bloquear
los sitios de union inespecificos libres de la membrana.

- Posteriormente se procedio a la incubacion y agitacion, durante 16 horas a 4°C,
con un anticuerpo (Ac) policlonal tipo IgG de conejo contra ECA2 (ab15347, Abcam)
con una dilucién en solucién de bloqueo de 1:2000. Tras 3 lavados de la membrana con
TBS-T se realizé la incubacioén con el Ac secundario anti-conejo conjugado con una
peroxidasa (Sigma) con una dilucién de 1:3000.

La especificidad del Ac primario contra ECA2 se confirmé realizando una pre-
incubacion de varias de las muestras con un péptido bloqueante especifico del Ac

utilizado y observando que la sefal desaparecia. Figura 25.
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Figura 25: Izquierda: Marcaje con Ac primario ECA2. Derecha: Las mismas muestras incubadas con Ac
primario y el péptido bloqueante especifico mostrando la desaparicion de la serial indicando la

especificidad del marcaje.

- Como control de la carga proteica, todas las membranas se incubaron con un

Ac monoclonal de raton anti-f-actina a una concentracion de 1:4000 (A1978, Sigma).

- Las proteinas se detectaron en peliculas fotosensibles (X-Ray Film, AGFA)

mediante quimioluminiscencia (ECL Plus, GE Healthcare Life Science).
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- El andlisis densitométrico de las bandas proteicas se realizod utilizando el

software Image J. Los resultados se expresan en cociente ECA2/B-actina.
C.2. Actividad enzimatica de ECA2

La medicion de la actividad enzimatica del ECA2 se realiza mediante un ensayo
fluorométrico usando un sustrato especifico para ECA2: Mca-Ala-Pro-Lys(Dnp)-OH
(Enzo Life Sciences) (112, 178). Cuando el enzima hidroliza el sustrato se produce la
externalizacion de la fluorescencia pudiendo medirse y por tanto calcularse la actividad

del enzima. Figura 26.
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Figura 26: Representacion esquematica del proceso del ensayo para medicion de la actividad

enzimatica de ECA2.

El proceso del ensayo presenta variaciones en funcion de la muestra a estudiar:

- Suero y orina: Un total de 5 pLL de suero o 0,2 uL de orina se incubaron con un
buffer especifico optimizado para el ensayo consistente en: 100mM Tris-HCI con pH
7,5, 600mM NaCl y10 uM ZnCI2 en presencia de inhibidores de proteasas incluyendo:
100 uM captopril, 5 uM amastatina, 5 uM bestatina (todos de Sigma-Aldrich) y 10 uM
de Z-Pro-prolinal (Enzo Life Sciences).

- Las muestras se incubaron con 20 uM del sustrato fluorogénico (volumen final
de la reaccion: 100 pL) durante 16 horas a 37°C.

- Los resultados se expresan en unidades relativas de fluorescencia por pl de

muestra y por horas de incubacion (RFU/pug/h).
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- Cortex renal: Muestras de cortex renal congeladas a -80°C se homogenizaron
en un buffer consistente en: 50 mM HEPES con pH 7,4, 150 mM NacCl, 0.5% Triton X-
100 y 0,025 mM ZnCl, junto con inhibidores de proteasas (0,1 mM Pefabloc SC Plus y
un coctel de inhibidores de proteasas libre de EDTA, ambos de Roche). Los
homogeneizados se clarificaron mediante centrifugacion a 14000G durante 10 minutos a
4°C. La concentracion proteica de los sobrenadantes fue determinada mediante Micro
BCA Assay Kit (Thermo Scientific). Se utilizaron 0,5 pg de proteina total para el
ensayo por duplicado.

- Las muestras tisulares se incubaron con un buffer con las mismas caracteristicas
que el utilizado en suero y orina. Para confirmar la especificidad de la sefial un inhibidor
especifico del ECA2, MLLN-4760 (Millennium Pharmaceuticals), se afiadi6 para sustraer
la actividad inespecifica no relacionada con ECA2.

- Posteriormente se incubaron con 5 puM de sustrato fluorogénico (volumen final de
la reaccion: 100 pL) durante 4 horas a 37°C.

- Los resultados se expresan como unidades relativas de fluorescencia por pg de

proteina y por horas de incubacion (RFU/ug/h).

- Muestras celulares: Las células se lavaron con PBS frio (x2), se levantaron de

la superficie de cultivo mediante un rascador con un buffer HEPES de las mismas
caracteristicas utilizadas para el estudio del cortex renal. Los homogeneizados celulares
se clarificaron mediante centrifugacion a 14000G durante 10 minutos a 4°C. La
concentracion proteica de los sobrenadantes se determind mediante Micro BCA Assay
Kit (Thermo Scientific). Para la realizacion del ensayo se utilizaron 6 ug por muestra en
cuadruplicado.

- Las muestras se incubaron con el buffer especifico del ensayo. Para confirmar la
especificidad de la sefial se afiadi6 como control negativo en la mitad de las réplicas un
quelante del calcio que inhibe la actividad de ECA2, con el mismo poder inhibidor que
el MLN-4760 en el caso de la actividad en podocitos.

- A este buffer se afiadio el sustrato fluorogénico a una concentracion final de SuM
con un volumen total de la reaccion de 100 pL. La actividad enziméatica se determino
tras 6 horas de incubacion a 37°C.

- Los resultados se expresan en unidades relativas de fluorescencia por pg de

proteina y por horas de incubacion (RFU/pg/h).
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En todos los casos la fluorescencia se detectd por un fluorimetro (Tecan Infinite

2000 plate reader, TECAN Instruments) con una longitud de onda de excitacién de 320

ﬁf{gum 27 : Gel de agarosa con 2 muestras
de ARN del mismo volumen, pero diferente
cantidad de RNA (0,75 ugy 0,98 ug).

nm y de emision de 400 n

C.3. Aislamiento de ARN y cuantificacion

La purificacion de ARN total de las células en cultivo se realiz6 utilizando un kit
comercial RNeasy Mini-kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las células se lisaron con un buffer con una alta concentracion de
tiocianato de guanidio, posteriormente se afiadid etanol al 70% al homogenizado y la
muestra se colocd en las columnas RNeasy” del kit que retienen el ARN. Después se
afnadid un buffer astringente para limpiar biomoléculas (proteinas, carbohidratos...) que
pueden estar unidas a la membrana de la columna de modo no especifico.
Posteriormente se afiadié un buffer con alta concentracion de etanol para eliminar los
posibles restos de sales. Tras realizar una ultima centrifugacion para eliminar cualquier
resto de los buffer utilizados, se afiadieron 30 pul de agua RNasa-free a la columna para
eluir el ARN.

La cantidad de ARN de cada muestra se midi6 mediante espectrofotometria
(Nanodrop 1000, Thermo Scientific). Su integridad fue comprobada en un gel de

agarosa. Figura 27.
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C.4. Retrotranscripcion

El ADN complementario se obtuvo por retrotranscripcion (RT) a partir de 0,5 pg
del ARN extraido utilizando un kit comercial: High Capacity cDNA Reverse
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Transcription Kit (Life Technologies). Brevemente, con un volumen final de la reaccion
de 20 pl se mezcl6 el ARN con 10 pl de la RT Master Mix 2x (tampon para RT,
cebadores aleatorios, mezcla de ANTP, transcriptasa inversa Multiscribe™ e inhibidores
de RNAsas). Figura 28.

La RT se realizdé en una termo-cicladora (TProfessional Basic, Biometra) a 25°C

durante 10 minutos, 37°C durante 120 minutos y a 85°C durante los ultimos 5 minutos.
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Figura 28: Vision esquematica del proceso de retrotranscripcion

C.5. PCR cuantitativa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que nos permite
obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN en concreto. Para ello es
necesaria una muestra de ADN, los cebadores del gen a estudio, dNTPs para hacer las
copias de las nuevas cadenas de ADN y un enzima, la Taq polimerasa, consiguiéndose
asi que se sintetice la cadena de ADN complementaria a la muestra. Cada uno de estos
ADN de doble cadena se desnaturaliza y sufre el mismo proceso. Esto ocurre durante
todos los ciclos de la PCR obteniéndose asi un nimero de copias exponencial. La PCR
cuantitativa o en tiempo real (QPCR) es una variacion de la PCR convencional que
permite que cada doble cadena de ADN emita una sefial fluorescente, asi en cada ciclo
de amplificacion se puede detectar el incremento de fluorescencia que correlaciona con
el incremento de copias del producto de amplificacion.

La gqPCR para amplificar el ADN complementario obtenido de los cultivos

celulares se realiz6 mediante el sistema LightCycler 480 SYBR Green System®
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(Roche). Este sistema utiliza para la deteccion de las copias el SYBR Green I que se
intercala en el ADN de doble cadena que es el producto de PCR que se va generando

durante los ciclos de la misma. Figuras 29 y 30.
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Figura 29. Vision esquemdatica de un ciclo de PCR utilizando SYBR Green como marcador de producto

de PCR. Se muestra solo un proceso de una cadena reversa.
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Figura 30. Ejemplo de resultado mostrando la curva de deteccion del producto de la PCR cuantitativa.

Se utiliz6 SYBR Green Master Mix y cebadores especificos de cada gen
(secuencias posteriormente, Tabla 4) con una concentracion final en todos de 250nM.

La amplificacion se realizo en 45 ciclos.
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Como gen control se utilizd la B-Actina. Los resultados se expresan en ratio

gen/B-Actina.

Gen Secuencia (5' - 3"
Agt Forward CGTGCCCCTAGGTGAGAGAG
Reverse TCCAAGTCAGGAGGTCGTTC
ECA2 Forward ACCCTTCCTACATCAGCCCCACTG
Reverse TGTCCAAAATCTACCCCACATAT
ECA Forward CGCCGCTATGGGGACAAATA
Reverse ATGTCTCCCAGCAAATGGGC
ATIL-R Forward TACGAGTCCCGGAATTCAAC
Reverse AGGAAGCCCAGGATGTTCTT
AT2-R Forward TTTGGCTACCCTCCCTCTCT
Reverse CACAGGTCCAAAAAGCCAAT
Fbn Forward GCACAGACCATGCGGTTTTG
Reverse GGCACAGAGCACCATTGGAA
TGF-p Forward TGAGTGGCTGTCTTTTGACG
Reverse AGCCCTGTATTCCGTCTCCT
B-Actina Forward GTCCACACCCGCCACCAGTTCG
Reverse GGAGCCGTTGTCGACGACCA

Tabla 4. Secuencias de los cebadores utilizados.

C.6. Tincion de Inmunofluorescencia

Para la diferenciacion la siembra de podocitos se realizd sobre cubre-objetos
esterilizados con una cobertura de colageno tipo I. Tras la diferenciacion y la
intervencion correspondiente las células se permeabilizaron con metanol 100% a -20°C.
Tras realizar 2 lavados con PBS frio se incubaron con una solucion al 5% de BSA en
PBS conteniendo un 0.1% Tween-20 sobre hielo. Después se realizdé una incubacion
con el Ac primario durante 1 hora a temperatura ambiente seguido de 2 lavados con
PBS y la incubacién con el Ac secundario correspondiente (7abla 5). Se realizd el
montaje sobre porta-objetos con una solucion de Mowiol / DABCO 2.5%. DAPI (4’,6-
diamino-2-phenylindol) fue utilizado como marcador nuclear.

Los controles negativos consistieron en sustituir el Ac primario por solucion de
bloqueo. No se detectd sefial en ninguno de los controles negativos.

La tincion se valord con el microscopio confocal de alta resolucion Leica TCS

SPE microscope. La intensidad de la fluorescencia se midié mediante el software Image
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J y los resultados se expresan en unidades arbitrarias de fluorescencia/célula (UAF/cel),

tomando como 1 UAF/cel el grupo control.

Ac Primarios para IF

Origen Diluciéon | Referencia Secundario (LifeTech)
ECA2 Conejo 1:500 Ab15347, Abcam Alexa fluor 488; 1:2000
ECA2 Rata 1:500 MAB3437, R&DSystems | Alexa fluor 555; 1:2000
Nefrina Conejo | 1:150 Obsequio Dr Holzmann | Alexa fluor 488; 1:2000
Calnexina Conejo 1:200 Ab22595, Abcam Alexa fluor 488; 1:2000
Wilms’ Tumor-1 Cobaya | 1:150 SC-192, Tebu-Bio Alexa fluor 555; 1:2000

Tabla 5: Ac primarios y secundarios utilizados para los estudios de inmunofluorescencia.

C.7. Estudios de apoptosis

Inicialmente se valoro la diferencia en el numero de células entre el momento 0
del estudio (previo a la incubacién correspondiente) y el punto final. Se examinaron 8
campos por condicion en 3 clonas diferentes (20 x aumentos). Dados los resultados
observados se amplid6 el estudio mediante tincion de TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling), una de las técnicas
mas comunmente utilizadas para detectar células apoptdticas. Se basa en el marcaje de
los puntos de rotura del ADN durante el proceso de apoptosis por la accion de las
ADNasas, estos puntos se denominan nicks. Los nicks son marcados en su extremo 3’-
OH con nucleoétidos modificados que presentan fluoresecencia (dUTP) gracias a la

accion catalitica de una transferasa terminal (TdT). Figura 31.
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Figura 31. Vision esquemadtica de la técnica TUNEL para estudio apoptosis.
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La apoptosis se estudio en podocitos cultivados sobre cubre-objetos, como en el
caso de la IF, usando un kit comercial de tincion TUNEL (In Situ Cell Death Detection
Kit, Fluorescein [Roche]) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se
fijaron en paraformaldehido al 4% y después se permeabilizaron con una solucién de
citrato sodico al 0,1% en agua con un 0,1% de Tritébn X-100. Posteriormente, las células
se incubaron con la mezcla reactiva (solucion enzimdtica + marcador fluorescente)
durante 2 horas a 37°C en ambiente himedo. Ademads se realizd un control positivo
aplicando DNAsa tipo I (30UI/ml) sobre los cubreobjetos control.

La intensidad de la fluorescencia se midié mediante el software Image J y los
resultados se expresan en unidades arbitrarias de fluorescencia/célula (UAF/cel),

tomando como 1 UAF/cel el grupo control.

C.8. Cuantificacion Angiotensina II

La determinacion de niveles de Ang-II se realiz6 mediante un kit de ELISA
competitivo. ELISA es el acronimo de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay en inglés), uno de sus tipos es el ELISA
competitivo. El proceso basico de este tipo de ensayos consiste en utilizar una placa con
Ac especifico de la proteina a estudio prefijado en la misma. La muestra, que actaa
como antigeno (Ag), se incuba en la placa junto a un Ac primario que compite para
unirse de modo especifico a estos Ac. Tras este paso se anade un Ac secundario que se
une a los Ac prefijados que quedan libres tras la incubacion, por tanto cuanto menos Ag
unido més Ac secundario se une, de aqui que se denomine competitivo. Posteriormente
se afade un sustrato, en este caso cromogénico, que emite sefial cuando entra en

contacto con el Ac secundario (unido a un enzima que activa el sustrato). Figura 32.
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Figura 32: Vision esquemadtica del funcionamiento de un ELISA competitivo.
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EL kit de ELISA utilizado para medicion de la concentracion de Ang-11I es un kit
comercial Angiotensin II EIA (Bachem). Brevemente, se utilizaron 50 pl de cada
muestra o del estandar por duplicado. Se afnadieron en cada pocillo 25 pl de anti-suero
especifico y 25 ul de Bt-tracer (marcador biotinilado) que se unira al anti-suero cuando
est¢ fijado en la placa. Tras una incubacion de 2 horas a temperatura ambiente se
realizaron 5 lavados con el buffer del ensayo y posteriormente se afiadieron 100 pl de
estreptavidina-HRP y se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras un nuevo
proceso de lavado se afiadieron 100 pul de TMB sustrato sobre el que actuar el HRP
emitiendo color. Tras 15 minutos se paré la reaccion con 100 ul de HCI 2N y se realizo

la lectura de absorbancia a 450nm. Los resultados se expresan en ng/ml.

D. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante ¢ de student o U-Mann Whitney
en funcion de la distribucion normal o no normal, respectivamente, de los datos a
analizar. Los estudios de asociacion entre variables cuantitativas se realizaron mediante
correlacion de Spearman. Los datos se expresan como media + error estandar de la
media. La significancia estadistica se definid6 como una p<0.05. Para el andlisis se

utilizé el software estadistico SPSS 16.0.
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V.RESULTADOS EN EL MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL
A. PARAMETROS GENERALES

La Figura 33 muestra el desarrollo de la DM en las hembras NOD en nuestro

estabulario. Para los experimentos se utilizaron hembras diabéticas de 16-17 semanas de

edad.

so — Evolucidn de hembras diabéticas segun edad
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Figura 33. Evolucion del desarrollo de DM en las hembras NOD.

Los parametros generales comparados entre los ratones diabéticos (NOD), los
ratones diabéticos tratados con insulina (NODins) y los ratones control (NOR) de edad

similar se muestran, en el momento del sacrificio, en la Tabla 6.

En el momento del sacrificio, se observd un aumento significativo de la
glucemia plasmatica en el raton diabético NOD en comparacion con los ratones
controles NOR. Este aumento fue evidente en ambos estadios, temprano y tardio, de la
diabetes. El tratamiento con pellets de insulina normaliz6 la glucemia capilar de los

ratones diabéticos igualando los valores a los de los controles NOR.
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Estadio temprano: 21 dias de seguimiento

NOR NOD NODins
n 8 9 7
Edad (semanas) 21,6+0,20 21,49+0,60 20,53+0,77
Glucemia (mg/dl) 112,0+4,9 571,1£20,3*$ 122,7+27,0
Peso corporal (gr) 27,2+1,12 24,9+1,03 24,4+0,71
Peso renal (derecho, mg) 150+6,55 253,3+£14,2*$ 215,7+11,7#
Cociente peso renal/corporal 0,010+0,0005 0,020+0,0006*$ 0,017+0,0006#

Estadio tardio: 40 dias de seguimiento

NOR NOD NODins
n 8 8 6
Edad (semanas) 21, 70,16 20,8+0,97 22,43+1,03
Glucemia (mg/dl) 138,8+4,82 560,6+32,9* 97,7+9,48
Peso corporal (gr) 28,67+0,72 17,2+0,49*$ 24,3+1,03#
Peso renal (derecho, mg) 147,5+9,77 136,3+£9,62$ 188,3+15,6#
Cociente peso renal/corporal 0,010+0,0006 0,015+0,009%* 0,015+0,022#

Tabla 6. Tabla de parametros general de los diferentes grupos animales en ambos estadios (precoz y

tardio). * p<0,05 NOD vs NOR. $ p<0,05 NOD vs NODins. # p<0,05 NOR vs NODins.

En el grupo con un seguimiento de 21 dias (estadio precoz) los ratones NOD
presentaron un incremento significativo del peso renal comparado con el grupo control.
La administracion de insulina disminuy6 el peso del riiién, pero sin alcanzar los niveles
del grupo control. En consecuencia, el cociente peso renal/peso corporal estaba
incrementado en los ratones diabéticos comparado con los controles y este cociente

disminuyo tras la administracion de insulina.
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En el grupo con un seguimiento de 40 dias (estadio tardio), no se detectaron
diferencias en los pesos renales de los grupos, pero si volvid a observarse un aumento
significativo del cociente peso renal/peso corporal en el grupo diabético, probablemente
a expensas de la disminucion del peso corporal total de los ratones NOD y el
empeoramiento del estado general por el grado de evolucion de la DM no controlada en
este grupo. En este estadio los ratones NODins presentaron un incremento en el peso

renal y en el cociente peso real/peso corporal comparado con el grupo control.
B. PRESION ARTERIAL

Las PA sistolica y diastolica se midieron una semana antes del sacrificio en los
ratones con un seguimiento de 21 dias de DM. La PA fue significativamente mas

elevada en los ratones NOD respecto a los controles NOR. El grupo NODins presento

una practica normalizacion de los niveles de PA. Figura 34 .
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Figura 34. Mediciones de la presion arterial en los grupos de estudio a 21 dias. Barras oscuras

representan PA sistolica y barras claras PA diastolica. * p<0,05 vs NOR, 8 p<0,05 vs NOD.

C. EVALUACION FUNCION RENAL: EXCRECION URINARIA DE
ALBUMINA Y FILTRADO GLOMERULAR

Los ratones NOD en el estadio precoz de DM presentaron un nivel de

EUA 10 veces mayor que el grupo control, la administracion de insulina disminuyo

63



significativamente los niveles de EUA. En el estadio tardio los ratones NOD
presentaron un nivel de EUA 21 veces mayor que los controles y, de nuevo, el control
glucémico con la administracién de insulina disminuy6 significativamente los niveles

de EUA. Figura 35.
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Figura 35. EUA en los grupos de estudio en ambos estadios. * p<0,05 vs NOR; $ p>0,05 vs NOD

El FG calculado mediante el aclaramiento de inulina, realizado en el estadio precoz,
estd significativamente elevado en los ratones NOD en comparacion con los controles
(118+17,16[JL/min vs, 34,1+£10,03, p<0,05), lo cual parece reflejar un estado de
hiperfiltracion en el estadio mas precoz de DM. Los ratones NODins presentaron una
disminucion significativa del FG en comparacion con los NOD no tratados

(53,9+14,72, p<0,05). Figura 36.
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Figura 36. Filtrado Glomerular medido por aclaramiento de inulina. *p<0.05
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D. HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

D.1. Microscopio Optico

El analisis mediante microscopio optico de los rifiones del grupo NOD, tanto en
estadio precoz como tardio, no mostraron alteraciones, ni en region cortical ni medular,
al compararlos con los rifiones del grupo control. La administracion de insulina tampoco

modifico la arquitectura renal valorada mediante microscopio optico. Figura 37.

Estadio Precoz

NOR NOD NODins
Estadio Tardio
NOR NOD NODins

Figura 37. Tincion de PAS de cortex renal de los diferentes grupos y estadios. 400x.

Los analisis morfométricos de los rifiones de los 3 grupos, en ambos estadios, se

recogen en la Tabla 7.
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Estadio Precoz

N

Area Ovillo Glomerular (um?)

NOR

6237,60 + 226,2

NOD

8323,79+ 270,98%1

NODins

6539,19 + 196,44

Células por glomérulo 27,57 £0,91 31,06 £ 1,31 30,14 + 1,05
% Podocito/Células Glomerular | 46,79 + 1,94 39,41 + 2,84 42,10 £2,50
Estadio Tardio
NOR NOD NODins
N 8 8 6

Area Ovillo Glomerular (um?) 6896,86 + 346,69 | 7086,47 +£201,51 | 8256,17 + 542,04

Células por glomérulo 33,09 + 1,60 34,38 £ 2,06 29,29 + 1,98

% Podocito/Células Glomerular | 36,31 + 2,43 26,66 £1,56*1 33,50 £ 2,38

Tabla 7. Andlisis morfométricos de los grupos. * p<0,05 NOD vs NOR,} p<0,05 NOD vs NODins.

El area del ovillo glomerular de los ratones diabéticos, en el estadio precoz, estaba

aumentada de modo estadisticamente significativo respecto al control. La
administracion de insulina consiguiod prevenir esta modificacion. En el estadio tardio
no se encuentran estas diferencias. Estos resultados son coherentes con la falta de
incremento del peso renal y pérdida de peso corporal en los ratones NOD.

Los diabéticos en estadio precoz ademds presentaron una mayor celularidad
glomerular comparado con el grupo control, pero no resulto estadisticamente
significativo. El tratamiento con insulina reduce discretamente la hipercelularidad
gomerular comparado con los ratones no tratados.

En el estadio avanzado se observd un descenso estadisticamente significativo en el
numero de podocitos en comparacion con el control (% de células glomerulares que son
podocitos: NOD 26,66 = 1,56 vs NOR 36,1 + 2,43, p<0,05). La administracion de

insulina previene la pérdida podocitaria detectada en el grupo NOD (% de células
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glomerulares que son podocitos: NOD 26,66 £ 1,56 vs 33,5 + 2,38, p<0,05). Estas

diferencias no se observaron en el estadio precoz. Figura 38.

NOD

Estadio Precoz

~ EstadioTardio

Figura 38. Tincion para WT-1 que marca nucleos podocitarios junto con contra-tincion con

Hematoxilina para contabilizacion de niicleos glomerulares totales. 400x.

D.2. Microscopio Electrénico

El analisis ultraestructural de los glomérulos de los ratones NOD en un estadio
tardio mostré6 una moderada expansion mesangial, a expensas de la matriz mesangial,
comparado con el raton control NOR. La administracion de insulina previno la
expansion mesangial ya que no se observaron cambios ultraestructurales comparados
con los controles. No se detectaron alteraciones en el estadio precoz. Figura 39.

Se realizaron medidas de MBG detectando, en el estadio tardio de DM, un
incremento del grosor de la MBG comparado con los ratones control NOR (NOD

202,8nm vs NOR 157,5nm). La administracion de insulina previno este incremento
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(NOD 202,8nm vs NODins 137,8nm). No se detectaron cambios a nivel de la MBG en

el estadio precoz.

Figura 39. Microscopia electronica de ambos estadios y los 3 grupos. Destacar en el grupo NOD y
estadio tardio la expansion mesangial a expensas de aumento de la matriz mesangial (asteriscos).

X46000.

E. ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL ECA2 EN SUERO Y ORINA

La actividad enzimatica del ECA2 se midié en suero y orina en ambos estadios
en los 3 grupos de estudio. Los ratones diabéticos presentaron una mayor actividad
sérica de ECA2 en ambos estadios comparado con el grupo control, siendo
estadisticamente significativo (estadio temprano: NOD 249,8 + 39 vs NOR 71,54 +
4,26, p<0,05; estadio tardio NOD 543,53 + 145,9 vs NOR 60,91 £+ 2,46, p<0,05.
Expresado en RFU/[JL/h). Los ratones tratados con insulina mostraron niveles de

actividad de ECA2 sérica comparables con los ratones control (estadio temprano:
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NODins 126,7 + 14,8; estadio tardio: NODins 106,6 + 15,62, p<0,05 vs NOD.
Expresado en RFU/[]L/h). Figura 40.
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Figura 40. Actividad sérica de ECA2 en los diferentes grupos y momentos de evolucion. * p<0,05 vs

NOR, 8 p<0,05 vs NOD.

La muestras de orina puntual obtenidas en los diferentes grupos mostraron las
mismas tendencias que las muestras de suero. En ambos estadios el grupo NOD
presento niveles de actividad urinaria de ECA2 significativamente mas elevados que los
controles NOR (estadio temprano: NOD 7,82 £+ 1,63 vs 1,63 £ 0,07, p<0,05; estadio
tardio: NOD 37,49 + 10,27 vs NOR 2,39 £+ 0,71, p<0,05. Expresado en RFU/ugCrea/h).
Los ratones diabéticos tratados con insulina mostraron una actividad enzimatica con
niveles similares a los controles en ambos estadios (estadio precoz: NODins 3,74 +

1,31; estadio tardio: NODins 4,2 + 1,69, p<005 vs NOD. RFU/ugCrea/h). Figura 41.
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Figura 41 . Actividad en muestra aislada de orina de ECA2 en los diferentes grupos y momentos de

evolucion. * p<0,05 vs NOR, $ p<0,05 vs NOD.
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F. ESTUDIOS ECA2 EN CORTEX RENAL

F.1. Actividad enzimatica ECA2 en cortex renal

Al 1gual que en la expresion proteica en la actividad enzimatica se detecta un
incremento estadisticamente significativo respecto a los NOR en el grupo de diabéticos
y en ambos estadios (estadio precoz: NOD 4512 + 426 vs NOR 3285 £167; estadio
tardio: NOD 4852 + 219 vs NOR 3637 + 206, p<0,05. Expresado en RFU/ug/h). El
tratamiento con insulina disminuye significativamente la actividad enzimatica en el
estadio tardio comparado con los NOD (estadio tardio: NODins 3859 + 268, p<0,05 vs
NOD. Expresado en RFU/pg/h). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el estadio precoz tras la administracion de insulina a los ratones

diabéticos. Figura 42.
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Figura 42. Actividad enzimdtica de ECA2 en extractos de cortex renal. * p<0,05 vs NOR, $ p<0,05 vs
NOD.

F.2. Expresion proteica

La expresion proteica de ECA2 mediante WB en cortex renal estaba aumentada en
el grupo de ratones NOD, en ambos puntos de seguimiento, comparado con los NOR
(estadio precoz: NOD 1,48 + 0,26 vs NOR 1 + 0,10, p< 0,05; estadio tardio: NOD 1,64
+ 0,14 vs NOR 1+ 0.09, p<0,05. Expresado en cociente ECA2/B-actina). El control de la
glucemia con insulina disminuye discretamente la expresion proteica de ECA2
comparado con los NOD no tratados en ambos estadios (estadio precoz: NODins 1,01 +
0,16; estadio tardio: NODins 1,59 £ 0,15, p=ns vs NOD. Expresado en cociente
ECA2/B-actina). Figura 43.
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Figura 43 - Expresion proteica mediante WB del ECA2 en los diferentes grupos de estudio. En el area

inferior de la figura una imagen de los WB correspondientes. *p<0,05 vs NOR.

G. CORRELACION ENTRE ACTIVIDAD ENZIMATICA Y FUNCION RENAL

En el grupo denominado estadio precoz se detectd una correlacion positiva entre

la actividad sérica y urinaria de ECA2 y el FG por aclaramiento de inulina (r=0,84,

p<0,001 en ambos casos).

Ademas existe una correlacion directa entre ambas

actividades enzimaticas y la EUA (suero 1=0,79/ orina r=0,81, p<0,001). Figuras 44y

45.
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Figura 44.

Correlaciones en estadio precoz.: Actividad Enzimatica en Sérica con FG y EUA.
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Figura 45. Correlaciones en estadio precoz: Actividad Enzimatica en Orina con FG y EUA.

En el estadio tardio se observd una correlacion directa entre la actividad urinaria

y sérica de ECA2 y la EUA (Orina r=0,79/ Suero 1=0,72, p<0,0 01). Figura 46.
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Figura 46: Correlaciones en estadio tardio entre la EUA y las actividades sérica y urinaria de ECA2.

En el estadio tardio se detecta una correlacion indirecta entre la actividad sérica
de ECA2 y el % de podocitos por glomérulo (r=-0,59, p<0,05). En este grupo también
se detecta una correlacion negativa entre la EUA y el porcentaje de podocitos por

glomérulo (r=-0,50, p<0,05). Figura 47.
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VI. RESULTADOS ESTUDIOS EN EL MODELO CELULAR
A. CARACTERIZACION DE LA LINEA CELULAR

Se caracterizo la linea celular mediante la presencia de la tipica apariencia en
empedrado (“cobblestone™) y la tincion positiva de marcadores especificos: WT-1,
marcador nuclear ¢zpecifico de esta célula (Tebu-Bio) y Nefrina, proteina caracteristica

del podocito (anticuerpo policlonal de conejo, obsequio del Profesor L.B. Holzmann,

University of Pennsylvania, Philadelphia). Figura 48.

Figura 48: Izquierda: Imagen de inmunofluorescencia de colocalizacion de la tincion para WT-1 (rojo)
con el marcador nuclear inespecifico DAPI (azul). Derecha: Imagen de inmunofluorescencia para

nefrina.

B. ESTUDIO DOSIS DEPENDIENTE

Los primeros experimentos realizados en los cultivos celulares se centraron en
confirmar la presencia de ECA2 en los podocitos y observar su respuesta a la insulina.
Las células se incubaron con insulina a dos concentraciones diferentes (100nM y
200nM) tras 24 horas de starvation y en un medio con alta concentracion de glucosa

(25mM)). El grupo control siguid el mismo proceso, pero sin incubar con insulina.
B.1. Expresion génica

La expresion génica de ECA2 aumentd de modo estadisticamente significativo

en el grupo incubado con insulina 200nM, sin observarse efecto en el grupo de 100nM
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(cociente ECA2/B-actina: control como 1, 100nM 0,93 + 0,06; 200nM 1,56 + 0,16; p <
0,005 control vs 200nM). Figura 49.
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Figura 49. Resultados de expresion génica ECA2 tras 24 horas de incubacion con insulina (100nM y

200nM).

B.2. Expresion proteica

Los estudios de expresion proteica mediante WB mostraron un aumento en el
ECA2 en ambos grupos respecto al control, siendo estadisticamente significativo
unicamente en el grupo de 200nM (Cociente ECA2/B-actina: Control 0,65 £+ 0,09;
100nM 0,81 £ 0,11; 200nM 1,27 + 0,22; p= 0,005 control vs 200nM). Figura 50.
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Figura 50. Expresion proteica de ECA2 tras incubacion con insulina 24 horas (100nM y 200nM).
Derecha: Foto del Film de WB con las bandas de ECA2 de los diferentes grupos y su correspondiente

control de carga (f-actina).
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B.3. Actividad enzimatica

Se detectd una tendencia a aumentar la actividad enzimatica en los podocitos
que recibieron insulina en comparacioén con los controles: un 38% y un 64%, expresada
como RFU/pug/h, en los grupos de 100nM y 200nM, respectivamente, pero sin alcanzar

significacion estadistica. Figura 51.
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Figura 51. Actividad enzimatica de ECA2 tras incubacion con insulina 24 horas (100nM y 200nM)

C. ESTUDIO TIEMPO-DEPENDIENTE

El siguiente paso tras observar la respuesta de los podocitos a la insulina en los
experimentos iniciales fue estudiar la evolucién temporal de esta respuesta. Para ello se
decidié escoger la concentracion de insulina de 200nM, ya que era la que presentaba
resultados mas evidentes, realizar incubaciones, tras 24 horas de starvation, a 1 hora,
24 horas y 48 horas. Se estudi6 de nuevo la expresion génica, proteica y actividad
enzimatica de las células en las diferentes condiciones. Para cada punto temporal se
realizdO un grupo control para evitar las posibles variaciones relacionadas con el
momento de maduracion de las células. Posteriormente se normalizé cada grupo a su

control para que los resultados pudiesen ser comparables.

C.1. Expresion génica
Se detectd un aumento estadisticamente significativo de la expresion génica de
ECAZ2 en los 3 puntos temporales. A las 24 horas se detectaron los mayores niveles,

aunque unicamente fue estadisticamente significativo respecto al grupo de 1 hora (ratio
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ECAZ2/B-actina: control como 1; 1 hora 1,19 + 0,06; 24 horas 1,55 £ 0,16; 48 horas 1,29
+0,07). Figura 52.
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Figura 52. Evolucion temporal de la expresion génica ECA2. * p<0,05 vs Control; $ p<0,05 vs 24

horas.

C.2. Expresion proteica

La expresion proteica de ECA2 presentaba un perfil similar a la expresion génica.
En todos los puntos temporales es estadisticamente significativa mayor que su
respectivo control, pero sin detectar diferencias entre los diferentes tiempos de
incubacién (Cociente ECA2/B-actina: control como 1, 1 hora 1,81 + 0,13; 24 horas 2,10
+ 0,3; 48 horas 1,42 £+ 0,06; p <0,05 vs control en todos los grupos). Figura 53.
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Figura 53. Expresion proteica de ECA2 mediante WB: evolucion en el tiempo. * p<0,05 vs Control.
Imagen de la derecha corresponde a foto WB con marcaje ECA2 y f-actina en cada punto temporal junto

con su correspondiente grupo control.
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Con la finalidad de completar el estudio de expresion proteica se realizaron
tinciones de IF para ECA2. La medicion se realizd por unidades arbitrarias de
fluorescencia por célula y los hallazgos fueron comparables con el estudio por WB
(UAF/cel: control como 1; 1 hora 3,3 + 0,22; 24 horas 3,7 + 0,38; 48 horas 2,2 + 0,42; p
<0,05 vs control). Figuras 54y 55.

Intensidad inmunofluorescencia ECA2: evolucion
temporal
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UAF/célula

‘|' Insulina 24 horas
22 Insulina 48 horas

Figura 54. Expresion proteica de ECA2 mediante IF: evolucion en el tiempo. * p<0,05 vs Control.

Figura 55. Marcaje con IF para ECA2 (ab15347, rojo) y marcaje nuclear con DAPI (azul) a un aumento
de 40x. A y B: control e insulina a lhora, respectivamente. C y D: control e insulina a 24 horas,

respectivamente. E y F: control e insulina a 48 horas, respectivamente.
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C.3. Actividad enzimatica

El estudio de actividad enzimdtica mostrd un perfil paralelo a los de expresion
proteica con un incremento de actividad, expresada en RFU/pug/h, del 22%, 64% y 27%
a 1, 24 y 48 horas, respectivamente. En ningiin caso las diferencias resultaron
estadisticamente significativas, destacando la elevada desviacion de los grupos. Figura

56.
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Figura 56. Evolucion en el tiempo de actividad enzimdtica ECA2 en presencia de insulina (200nM).

D. ESTUDIO DE AL RESPUESTA A LA INSULINA EN PRESENCIA DE
ALBUMINA

Observando los resultados previos se decidi6 estudiar el efecto de la insulina
afadiendo un elemento mas presente en la ND, la albuminuria. Para intentar elucidar el
efecto de la insulina en el podocito en una situacién de ND establecida se realizaron los
siguientes experimentos: incubar las células con insulina (Ins; concentracion en el
medio de 200nM), albumina (Alb; concentracion en el medio de 10mg/ml) o albumina e
insulina (Alb+Ins) y estudiar las variaciones en la respuesta génica y proteica del ECA2.
Estos estudios se realizaron tras 48 horas de incubacion, simulando una exposicion a

largo plazo.

D.1. Expresion génica

La expresion génica de ECA2 se ve incrementada en presencia de insulina de modo
estadisticamente significativo respecto al control, pero la presencia de albumina no tiene
ningun efecto a este nivel (Ratio ECA2/B-actina: control como 1; Ins 1,38 = 0,06; Alb
1,02 £0,14; Alb+Ins 1,33 + 0,13). Figura 57.
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Figura 57. Expresion génica a 48 horas de incubacion con insulina con o sin albumina. * p<0,05 vs
Control.

D.2. Expresion proteica

Los resultados de expresion proteica mediante WB fueron similares en el grupo de
insulina y en el de albumina, aumento de expresion de ECA2 estadisticamente
significativo respecto al control en el primero y sin variaciones en el segundo. Pero
destacada que, de modo contrario a la expresion génica, el grupo incubado con
albumina e insulina, presenta una disminucion estadisticamente significativa de la
expresion proteica de ECA2 tanto con el grupo control como con el de insulina
(Cociente ECA2/B-actina: control 0,77 + 0,10; Ins 1,27 + 0,09; Alb 0,90 + 0,13;
Alb+Ins 0,38 £ 0,05). Figura 58.
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Figura 58. Expresion proteica mediante WB a 48 horas de incubacion con insulina con o sin albumina.

* p<0,05 vs Control. La imagen de la derecha corresponde al WB con los diferentes grupos de estudio.

Para profundizar en el estudio de la expresion proteica de ECA2 en estas
condiciones se realizaron estudios de IF para ECA2. Los resultados de la medicion de la

fluorescencia en los diferentes grupos fueron similares a los encontrados en la expresion
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génica, no a los encontrados en el WB. El grupo incubado unicamente con insulina
presentaba un aumento estadisticamente significativo respecto al control, el grupo de la
albimina no presentaba diferencias y el grupo de la combinacidén presentaba mayor
fluorescencia que el grupo control sin alcanzar la significacion estadistica y no
presentaba diferencias con el grupo de insulina (UAF/cel: control como 1; Ins

2,17+0,34; Alb 1,31 £0,25; Alb+Ins 1,95 + 0,37). Figuras 59 y 60.

..

Figura 59. Marcaje con IF para ECA2 (abl15347, rojo) y marcaje nuclear con DAPI (azul) a un aumento

de 40x. A: control, B: Insulina, C: Albumina, D: Albumina+Insulina.
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Figura 60. Expresion proteica mediante IF (UAF/cel). * p<0,05 vs Control.

D.3. Actividad enzimatica

Para completar el estudio se realizd actividad enzimatica de ECA2 en todos los
grupos. Respecto al grupo control se detectd6 un 31% mas de actividad en el grupo de
insulina, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. El grupo de albimina no
presentd cambios, y el grupo de albimina e insulina presentd una disminucion del 28%,
estadisticamente significativa respecto al grupo control. Comparado con el grupo con
insulina sola esta disminucion también resulto significativa. Figura 61.
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Figura 61. Actividad enzimdtica en los diferentes grupos de estudio. * p < 0,05 vs Control.

D.4. Estudios de co-localizacion de ECA2

Encontramos una discordancia entre los resultados de expresion génica y
visualizaciéon mediante IF de la expresion proteica con respecto a la expresion proteica
de ECA2 mediante WB y su actividad enziméatica. En consecuencia se realizaron
estudios de co-localizacién del ECA2 con diferentes estructuras celulares. Inicialmente
se realizaron estudios de co-localizacion con citoesqueleto, utilizando como marcador la
B-actina. En ninguno de los grupos se detectd co-localizacion. En el grupo incubado con
albumina se detecta una redistribucion de fibras de actina hacia la periferia que es
compatible con la descrita en la literatura en diferentes situaciones patologicas. La

presencia de insulina en el medio junto con la albumina no evita estos cambios. Figura

62.

Figura 62. Marcaje con IF para ECA2 (abl5347, rojo), B-actina (A1978, verde) y marcaje nuclear con
DAPI (azul) a un aumento de 40x. A: control, B: Insulina, C: Albumina, D: Albumina+Insulina. Destaca

en las imagenes Cy D la distribucion mas marcada en la periferia de las fibras.
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Se realizaron estudios de co-localizacion con calnexina que es un marcador de
reticulo endoplasmico (RE). Se utiliz6 otro Ac primario para marcar el ECA2 ya que la
calnexina es un Ac anti-conejo (como el ab15347 utilizado para las otras IF), por tanto
incompatibles. Primero se realizd una tincion para ECA2 con el Ac primario para
marcar el ECA2 anti rata (MAB3437) y se comprobd su especificidad y que los
resultados obtenidos eran paralelos a los obtenidos con el otro Ac. Posteriormente se
procedid a realizar los estudios de co-localizacion. Se observd co-localizacion ECA2-
RE mucho mas significativa en el grupo incubado con insulinatalbimina que en
ninguno de los otros grupos, lo que podria explicar los hallazgos en expresion génica,

proteica y en la actividad enzimatica. Figura 63.

Figura 63: Marcaje con IF para ECA2 (MAB3437, verde), Calnexina (ab22595, rojo), la superposicion
de ambos aparece como amarillo. Marcaje nuclear con DAPI (azul) a un aumento de 40x. A: control, B:

Insulina, C: Albumina, D: Albumina+Insulina.

E. INFLUENCIA DE LA INSULINA EN LA EXPRESION GENICA DEL SRAA
PODOCITARIO EN PRESENCIA DE ALBUMINA EN EL MEDIO

Se realizaron estudios de expresion génica de diferentes elementos del SRA en
las condiciones indicadas. En el grupo incubado con insulina no se observaron
modificaciones en la expresion génica del ATI-R respecto al control (ratio AT1-R/B-
actina: control como 1; Ins 0,99 + 0,08), se detectdé un descenso significativo en la
expresion génica de AT2-R y ECA (ratio gen/B-actina: control como 1; Ins 0,63 + 0,06
y 0,80 + 0,08 respectivamente). En este grupo se observo un aumento significativo de
los niveles de Agt respecto al control (ratio Agt/B-actina control como 1; Ins 1,44 +

0,14).
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La incubacion con albiimina sola o en presencia de insulina aumenta la
expresion génica de AT1-R, AT2-R, ECA (ratio gen/B-actina: Alb 1,84 + 0,24/1,57 +
0,24/1,96 + 0,36 respectivamente; Alb+Ins 2,14 + 0,16/1,83 = 0,21/2,06 + 0,21
respectivamente) de modo significativo con respecto al control y respecto al grupo con
insulina. La expresion de Agt también es mas elevada de modo significativo con
respecto al control y también respecto al grupo de insulina (ratio Agt/B-actina control

como 1;Ins 1,44 £ 0,14; Alb 2,53 + 0,2; Alb+Ins 2,34 £ 0,31). Figura 64 y 65.
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Figura 64. Representacion de la expresion génica de los receptores ATI-R y AT2-R. * p < 0,05 vs
Control; $ p< 0,05 vs Insulina.
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Figura 65. Representacion de la expresion génica de Agt y ECA. * p < 0,05 vs Control; $ p< 0,05 vs

Insulina.

Realizando una valoracion del balance entre ECA y ECA2 en estas diferentes
situaciones mediante un cociente ECA/ECA2 se detecta que en presencia de insulina se

produce una balance a favor de ECA2 respecto a lo que se detecta en el grupo control,
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siendo estadisticamente significativo (control como 1; Ins 0,43 + 0,06, p <0,05). Este
efecto no se mantiene cuando se realiza la incubacion con insulina en presencia de
albamina sino que se favorece el ECA, siendo estadisticamente significativo con
respecto al control y a la insulina sola (control como 1, Ins 0,43 = 0,06; Alb+Ins 1,63 +
0,23). La presencia de albumina desequilibra el balance claramente a favor del ECA
aunque no alcanza la significacion estadistica respecto al control (control como 1; Alb

2,47 £0,81). Figura 66.
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Figura 66. Cociente ECA/ECAZ2 de expresion génica. * p<0,05 vs Control; p<0,05 vs Insulina.

Por tanto, valorando conjuntamente todos estos elementos parece que la insulina
favorece un perfil de expresion génica que disminuiria la sintesis de Ang-II, pero no es

capaz de revertir el efecto pro-Ang-I1 que causa la presencia de albumina.

F. CONCENTRACION DE ANG-II

Realizando los andlisis sobre los lisados celulares no se detectd ninguna
diferencia entre los diferentes grupos. Es posible que esto sea debido a que la
concentracion se encontraba en el limite inferior de deteccion del kit de ELISA

utilizado. Figura 67.
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Figura 67. Concentracion de Ang-II en lisados celulares en las diferentes situaciones de estudio.

G. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA DE FACTORES INFLAMATORIOS
Y PRO-FIBROTICOS.

Los desequilibrios en el SRA en la ND favorecen los procesos pro-inflamatorios
y pro-fibroticos, por lo que se hizo una aproximacion a estos efectos estudiando la
expresion génica de TGF- B y Fbn como representantes de ambos procesos.

Se observd un incremento en la expresion génica del TGF- B en el grupo de
insulina sin alcanzar la significacion estadistica (control como 1; Ins 1,39 + 0,15 ratio
gen/B-actina; p=ns). Por el contrario, en los grupos incubados con albumina, en
presencia o no de insulina, se observd un aumento estadisticamente significativo
respecto al control y al grupo de insulina sola (Alb 2,54 + 0,31; Alb+Ins 2,43 + 0,20;
p<0,001 vs Control y p<0,01 vs Insulina). Figura 68.

La expresion de Fbn disminuyd de modo significativo respecto al control en el
grupo incubado con insulina (Control cm 1; Ins 0,89 + 0,02 ratio gen/B-actina:;
p<0,005). En los grupos con albimina se observé un incremento estadisticamente
significativo respecto al control y al grupo con insulina sola (Control cm 1; Ins 0,89 +
0,02; Alb 1,66 = 0,17; Alb+Ins 1,67 £ 0,15; p<0,005 vs Control y vs Insulina). Figura
69.
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Figura 68. Expresion génica de TGF-f. * p<0,05 vs control $ p<0,05 vs insulina
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Figura 69. Expresion génica de Fbn. * p<0,001 vs control 8 p<0,01 vs insulina

H. VALORACION DE MUERTE/APOPTOSIS CELULAR

Uno de los principales elementos en la fisiopatologia de la podocitopatia en la
ND es la muerte celular y secundario desprendimiento de los podocitos.

Para realizar una primera aproximacion se realizdo un contaje de células en los
diferentes tiempos del experimento. Se seleccionaron varios campos por condicion y en
varias clonas, se realizaron fotos a 20x aumentos en pre-incubacion (punto 0) y tras la
incubacioén (punto final). Se detectd que en el grupo de las células incubadas con
albumina hubo un descenso estadisticamente significativo del nimero de células por
campo entre el punto 0 y el punto final (-210%, p = 0,01). En cambio en los grupos que
se incubaron con insulina se observé un aumento en el nimero de células, aunque sin
que las diferencias fuesen estadisticamente significativas (Ins +80%; Alb+Ins +50%).

Figura 70.
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Figura 70. Diferencia entre el numero de nucleos celulares entre el punto 0y el punto final.

Estos resultados iniciales hicieron plantear diferentes hipdtesis que lo
explicasen: movimiento de las células, muerte celular por necrosis o apoptosis y
posterior desprendimiento. Realizando un analisis exhaustivo de las imagenes se detectod
en la evolucion de uno de los campos estudiados una imagen que sugeria que las células

podian estar sufriendo procesos de muerte celular. Figura 71.

Momento 0 de incubacion 24 horas de incubacién 48 horas de incubacion
< S

Figura 71. A: Punto 0, B: 24 horas tras el inicio de la incubacion con albumina, C: 48 horas tras el
inicio de la incubacion con albumina. El asterisco sefiala la célula que probablemente ha sufrido un

proceso de muerte celular y finalmente se ha desprendido.

Se decidio valorar la apoptosis como causa de la muerte celular y posterior
desprendimiento. El grupo de incubacion con insulina mostré una disminucion de la
apoptosis del 22% respecto al grupo control, sin alcanzar la significacion estadistica. En

el grupo incubado con albumina se detecta un aumento de la apoptosis celular del 19%

88



no estadisticamente significativo. Llamativamente se observa que en el grupo incubado
con insulina en presencia de albumina el efecto de ésta no es revertido por la insulina,
sino que hay un 47% mas de apoptosis en el grupo respecto al control y que las
diferencias son estadisticamente significativas si comparamos Ins vs Alb+Ins (p=0,05).

Figura 72.
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Figura 72. Grdfico que representa % de variacion en fluorescencia del TUNEL respecto al control en

los diferentes grupos.
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VIIL. DISCUSION

A. MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL

Para los estudios realizados en modelo experimental animal de ND se utilizaron
ratones diabéticos NOD. Es un modelo de gran interés ya que desarrolla una DM-1
similar a la humana con una destruccion de células B pancreaticas dependiente de
c€lulas T y macréfagos principalmente, aunque también participan las células B y
células NK (171, 172, 179). Descrito por primera vez en 1980 se ha utilizado
principalmente para estudios inmunoldgicos de la fisiopatologia de la DM-1 (71),
llegando a considerarse inicialmente la Piedra Rosetta de la inmunologia de la DM-1
(172). Su utilizacion para estudios de intervenciones terapéuticas en esta patologia es
mas limitado debido a la necesidad absoluta de insulina para el mantenimiento del
animal en condiciones adecuadas durante un periodo de tiempo largo (180) y a las
diferencias en la expresion clinica de la DM-1 comparado con humanos: ausencia de
desarrollo de cetoacidosis diabética (172) o desarrollo de DM-1 con diferente frecuencia
dependiendo del sexo (80-90% de hembras y 10-40% de machos a las 30 semanas)
(171). Desde su descripcion también ha sido un modelo utilizado para el estudio de ND,
ya que se consiguen observar lesiones glomerulares similares a las humanas; no
obstante, las diferencias referidas y la dificultad en el manejo explican que no haya sido
un modelo ampliamente utilizado para este fin (73, 74, 181-183). En el caso del
presente trabajo, los ratones NOD se designaron aleatoriamente a dos grupos:
tratamiento con insulina y sin tratamiento, realizando un seguimiento de 21 o 40 dias.
Es fundamental tener en cuenta el largo tiempo que se mantuvieron sin tratamiento,
dadas las caracteristicas ya explicadas de la cepa, a la hora de interpretar los
resultados.Como grupo control se han utilizado ratones NOR, una de las cepas descritas
como control de los NOD. Presentan un fondo inmunologico igual a los ratones NOD,

pero no desarrollan DM-1 (179).

De los parametros generales valorados en los diferentes grupos de
experimentacion destaca el correcto control glucémico conseguido con el pellet de

liberacion de insulina, con niveles de glucemia en el grupo NODins comparables a los
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del grupo control. El control glucémico previene los cambios en peso corporal y renal

observados en los ratones no tratados.

La valoracion de la PA se realiz6 tnicamente en los ratones con un seguimiento
de 21 dias ya que, por las caracteristicas de la cepa, los ratones diabéticos no tratados
del grupo de 40 dias, muy caquécticos, no tolerarian el estrés que suponen estas
determinaciones. En los ratones NOD se observo un aumento de la PA sistolica y
diastolica, la administracion de insulina hizo que los niveles de PA fueron comparables
a los del grupo control. La normalizacion de la PA en presencia del tratamiento con
insulina podria ser por dos razones fundamentales: el buen control glucémico o el efecto
directo de la insulina. Estudios previos han demostrado que la hiperglucemia en la ND
produce activacion del SRAA renal, asi como la generacion de AGEs secundaria al
aumento del estrés oxidativo existente en situacion de hiperglucemia (14, 184). Por
tanto el control de la hiperglucemia podria normalizar el SRAA intrarrenal y ejercer un
efecto beneficioso al frenar estos mecanismos que desencadenan HTA.

Ademas puede existir un efecto de la insulina no dependiente del control
glucémico. A nivel molecular ésta produce activacion de la eNOS y por tanto aumento
de la sintesis de 6xido nitrico, con efecto vasodilatador. De modo opuesto aumenta la
sintesis de endotelina-1 con efecto vasoconstrictor (185). Estudios en humanos sanos
han observaron que la administracion de insulina manteniendo euglucemia disminuia la
PA media (186). Por tanto es evidente que la insulina estimula la liberacion de
mediadores en la célula endotelial con acciones hemodinamicas que impactan en la
regulacion de la PA, aunque son necesarios mas estudios con la finalidad de elucidar los
mecanismo implicados en dicho efecto.

El aumento de la PA en los ratones NOD no se observa en todos los modelos
murinos de DM, por lo que es necesario tener en cuenta un componente dependiente de
la cepa. Un trabajo que analizaba la influencia del fondo genético en la nefropatia en
diferentes cepas demostro la influencia del género y del tipo de induccion de la DM. La
PA de animales diabéticos no evoluciona en el mismo sentido si la DM se ha inducido
quimicamente que si lo ha sido por modificacion genética. Salvo en el modelo Akita, en
el que si se observd un aumento en la PA (62), ninguna de las cepas con DM inducida
por STZ estudiadas presentaba alta PA. No hay estudios en ratones NOD con las

mismas caracteristicas que el presentado en esta tesis.
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En cuanto a la valoracion de la funcion renal hay que destacar que el
tratamiento con insulina y el buen control glucémico en los ratones diabéticos NOD
mantienen los niveles de EUA en el rango de los controles, lo que remarca la
trascendencia del control glucémico para frenar la progresion de la ND, hecho ya
observado en humanos (3-5). Como elemento fundamental del estudio de la funcién
renal destaca el FG calculado por aclaramiento de inulina, ya que esta técnica es la
considerada gold-estandar para determinacion del FG (175). Dadas las caracteristicas
de la cepa estudiada no fue posible realizarlo en estadios avanzados por el estado
general de los animales. El FG calculado aporta interesante informacion relacionada con
los estadios mas iniciales de la afectacion renal en estos animales. Se observa un
incremento en el FG en los animales no tratados, reflejo de un estado de hiperfiltracion
en la DM no controlada en estadios iniciales (8). En los animales con control glucémico
adecuado por la administracion de insulina se observa un FG calculado como el de los

controles.

Asociado a esta etapa de hiperfiltracion se observa un aumento del peso renal y
del tamano glomerular en los ratones diabéticos no tratados. Estos hallazgos son
coherentes con otros encontrados en la literatura en este mismo modelo, donde ademas
encuentran que el punto maximo de aumento del peso renal es a los 20 dias del
diagnostico de DM-1 (74, 180, 183). La hipertrofia renal inicial en la ND también se ha
descrito en la literatura tanto en estudio en humanos (187) como en trabajos con otros
modelos animales de diabetes (188, 189). El control de la glucemia con insulina
previene la hiperfiltracion glomerular, representada por los cambios en el tamafio renal
y en el FG. Dichos resultados estdn en concordancia con estudios previos en humanos y
ratas diabéticas por STZ donde se demostro que la normalizacion de la glucosa
normalizada la funcion renal y la hipertrofia renal (190, 191).

Un trabajo realizado en un modelo de roedor con DM de diferentes
caracteristicas orienta hacia la existencia de vias no dependientes del control glucémico
que influyen en el desarrollo de la hipertrofia renal. A un roedor obeso que desarrolla
una DM similar a la tipo 2, con presencia de hiperinsulinemia e hiperglucemia, le
inducen una situacion de hipoinsulinemia mediante inyeccion de STZ. Comparando los
animales con hiperinsulinemia y los que presentan hipoinsulinemia, ambos con control
glucémico deficiente, observan un aumento del tamafio renal y del indice peso

renal/peso  corporal (como marcador de hipertrofia renal) en los grupos
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hipoinsulinémicos comparado con los hiperinsulinémicos. Es un modelo no comparable
con el utilizado en esta tesis ya que es una DM tipo 2 junto con destruccidon de células
beta pancredaticas, pero si indica la existencia de posibles vias independientes del control

glucémico en la prevencion de las alteraciones a niveles renal de la DM (192).

En el estadio temprano de DM estudiado, por tanto, se observa una afectacion a
nivel de funcionalismo renal, ya que existe un incremento de la EUA y una estado de
hiperfiltracion junto con un aumento en el tamafio renal representativo de esa alteracion.
Sin embargo, a nivel histolégico los cambios son discretos. En la valoracion por
microscopia Optica existe un aumento en el area del ovillo glomerular y una
disminucidn no significativa del nimero de podocitos por glomérulo. Estas alteraciones
clinicas acompafiadas de leves cambios histoldgicos se han observado previamente en
este modelo animal (73, 74, 180, 183). En la evaluacion por microscopia electronica no
se observan alteraciones en los ratones NOD. La existencia de albuminuria en los
diabéticos no tratados traduce alguna alteracion en la barrera de filtracion glomerular
que no es obvia en el examen histologico, tnicamente se observa una disminucion del
numero de podocitos por glomérulo, aunque no significativa. Estudios previos
mostraron alteraciones en la composicion de la MBG y la MEC glomerular en este
mismo tiempo de evolucion de DM en estos ratones (180), por tanto es posible que estas
alteraciones a nivel molecular estén ocurriendo sin que observemos aun en alteraciones
histoldgicas visibles, pero si clinicas.

En el estadio tardio el area glomerular de los ratones diabéticos se iguala a los
controles, pero existe una disminucion significativa del numero de podocitos por
glomérulo. Este resultado es coherente con la persistencia de una elevada EUA y es un
hecho ya descrito en la literatura (43, 47, 48, 51). En el trabajo presentado esta relacion
se refuerza con el hecho de que exista una correlacion negativa entre la EUA y el
porcentaje de podocitos por glomérulo. En el examen con microscopio electronico se
observa un aumento del grosor en la MBG y una expansion mesangial en el grupo de
ratones diabéticos no tratados. Escasos trabajos estudian la afectacion renal por la DM
en este modelo en un momento tan tardio de la evolucién. En concordancia, Maeda et
al. encontraron las mismas alteraciones a nivel Optico y electronico a los 40 dias del

diagnostico de DM, en estadios previos no observaron alteraciones (183).
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Parte fundamental de este trabajo es la valoracion del ECA2, sistémico y local,
en este modelo animal de DM tipo 1 con alteraciones renales secundarias a la misma. La
actividad sérica y urinaria de ECA2 estd aumentada en los ratones NOD en estadios
precoces (nefropatia incipiente) y tardios de la enfermedad. El control glucémico con
insulina previene este aumento de actividad inducido por la DM. El aumento de la
actividad correlaciona con las alteraciones en la funcion renal observadas en los ratones
NOD, la elevada EUA y la hiperfiltracion por FG. En el mismo sentido, en otros
modelos experimentales, DM inducida por STZ en ratones y ratas, la actividad de ECA2
circulante estd aumentada comparada con los respectivos controles (119, 193). En un
reciente estudio realizado en pacientes con DM tipo 1 se analizo la actividad de ECA2
circulante y se detectd una elevacion de dicha actividad en los pacientes con alteracion
en la funcion renal. Los pacientes con actividades del ECA2 maés elevadas presentaban
una DM de mayor tiempo de evolucion, una PA mas elevada, microalbuminuria y un
peor FG. Ademas se observo una correlacion negativa entre la actividad de ECA2 y el
FG (194). Un trabajo previo de nuestro grupo ha demostrado que la actividad de ECA2
circulante en pacientes trasplantados renales correlaciona directamente con la creatinina

sérica y la urea (195).

En cuanto a la actividad urinaria de ECA2 también se ve elevada en los ratones
NOD no tratados respecto a los NOR y a los tratados que presentan niveles de actividad
iguales. Actualmente solo existe un trabajo que haya estudiado la actividad del enzima
en orina en humanos, la mayoria de trabajos en humanos estudian Unicamente su
presencia en orina. Analizando la presencia de ECA2 en orina, mediante expresion
proteica con WB y ELISA, se observo que estaba aumentada en paciente con ERC
comparado con controles sanos, y dentro de los pacientes con ERC era mayor en los que
tenian ND (196). Un estudio realizado en trasplantados renales observo que los
diabéticos tenian una mayor cantidad de ECA2, medido mediante dos técnicas distintas
(WB y ELISA) y también una mayor actividad del enzima en orina que en los no
diabéticos (197). En pacientes con ND secundaria a DM tipo 2 se observo un aumento
en el ARN mensajero de ECA2 en orina comparado con voluntarios sanos. Ademas se
confirmé una correlacion positiva entre el ECA2 urinario y el grado de proteinuria que
presentaban los diabéticos y un correlacion negativa con el FG (198). Recientemente se
han estudiado los niveles proteicos de ECA2 en orina en pacientes con metabolismo de

la glucosa alterado: glucemia basal alterada, test de tolerancia a la glucosa positivo o
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DM tipo 2. Cualquiera de estas alteraciones en el metabolismo de la glucosa se asocio a
un aumento en la cuantificacion de ECA2 en orina. Ademas se vislumbr6 un valor

predictivo de desarrollo de albuminuria y del desarrollo de DM tipo 2 (199).

En nuestro caso la correlacion entre la actividad sérica y urinaria de ECA2 y el
FG en estadios iniciales en los ratones NOD no tratados fue positiva. En estadios mas
avanzados no se pudo realizar el FG. La correlacion entre ambas actividades y la EUA
fue positiva en los 2 estadios. Estos hallazgos sugieren que el origen del ECA2 presente
en orina es por filtracion plasmatica por la alteracion de la barrera de filtracion
glomerular, ya que se confirmaron correlaciones positivas con el FG y la EUA. Por
tanto, la actividad urinaria podria ser un reflejo de la actividad enzimatica circulante.
Sin embargo hay estudios que muestran un incremento en la actividad urinaria y no en
al plasmatica (196), lo que sugeriria un componente de secrecion por las células de la

nefrona. Es un tema atin no aclarado.

La actividad enzimatica de ECA2 en cortex renal en los ratones diabéticos NOD
no tratados sigue el mismo perfil que la actividad plasmatica y urinaria. Asi mismo, la
expresion proteica de ECA2 esta elevada en los ratones diabéticos. La actividad cortical
del ECA2 en modelos de ND no ha sido ampliamente estudiada. Diversos estudios en
diferentes modelos de DM (STZ, db/db y Akita) observaron un aumento en la expresion
de ECA2 cortical (116-118). Ademas, en los modelos STZ y db/db la actividad cortical
de ECA2 correlacionaba con su expresion proteica (117, 118). Posteriormente, se
publico un estudio realizado en dos modelos de DM: tipo 1 con ratas con DM inducida
por STZ y tipo 2 con ratas obesas (Zucker Diabetic Fatty). En ambos modelos se
observo una disminucion de la actividad enzimatica y la expresion proteica de ECA2 en
glomérulo en los animales diabéticos (200). Estas diferencias se pueden explicar por el
diferente analisis realizado. En diversos trabajos se ha demostrado que el ECA2 estd
aumentado en cortex renal en ratones diabéticos, fundamentalmente a nivel tubular
(110, 116, 117). Dado que el cortex renal contiene fundamentalmente tibulos, su
analisis parece corresponder mas con el compartimento tubular que el glomerular.
Tikellis et al. en ratas con DM inducida por STZ observaron una disminucién de la
expresion de ECA2 a nivel tubular con un aumento de la expresion glomerular. En este
caso era una DM muy evolucionada (establecida, 24 semanas de diabetes) respecto a los

dos puntos de estudio utilizados en los experimentos de esta tesis, por lo que no es
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comparable (115). En este sentido un trabajo realizado con biopsias de pacientes con
DM tipo 2 de larga evolucion (mediana de 11 afios) mostré6 una disminucion de
expresion tubular y glomerular de ECA2 respecto a los sanos (133). Por tanto, es
posible que en una DM mas evolucionada el perfil de ECA2 se modifique, pero dadas

las caracteristicas del modelo utilizado en esta tesis esta valoracion no es posible.

El elemento central de los estudios realizados con este modelo murino de DM
tipo 1 es el estudio del ECA2. Observamos que existe un aumento de expresion proteica
de ECA2 en cortex renal y de su actividad en suero, orina y cortex renal. El ECA2
degrada la Ang-II a Ang-(1-7) (106, 107), por tanto previene el acimulo de Ang-II y
favorece la formacion de Ang-(1-7) que tiene acciones principalmente vasodilatadoras,
natriuréticas y anti-proliferativas (201). En diferentes modelos animales de diabetes KO
para ECA2 se ha demostrado que su ausencia empeora las lesiones y la evolucion de la
afectacion renal por la DM (118-120), incluso en un modelo animal no diabético KO
para el enzima se observaron lesiones renales compatibles con las de una ND (113).

Este papel protector del ECA2 puede ser debido al aumento en la formacion de
Ang-(1-7) o a la disminucion de la Ang-Il por su degradacion ya que la accion
protectora de la Ang-(1-7) es controvertida. Esta controversia se basa en que la infusion
directa en ratones diabéticos por inyeccion de STZ acelera las lesiones renales,
posiblemente porque en altas dosis aumenta su afinidad por los receptores ATI1-R de la
Ang-II (129, 201).

Otra de las posibles explicaciones de la nefroproteccion del ECA2 en la ND es la
disminucidn en la formacion de Ang-II. Esto se ha demostrado en los modelos KO para
ECA2 a los que se administra un ARA-2 observando una mejoria en las alteraciones
renales, por tanto reafirman que los dafios observado son por aumento de Ang-II (114,
118, 120).

Es interesante remarcar que el ECA2 tiene funciones mas alld de la catalitica
como angiotensinasa. El dominio intracelular del ECA2 es susceptible de fosforilacion e
interacciona con la calmodulina (202). Dado que la calmodulina es un regulador de la
transduccion de la sefal intracelular de calcio regulando diferentes procesos biologicos,
se podria pensar que el ECA2 mediante esta interaccion puede influir en procesos de
inflamacion o metabolicos.

Otra de las posibles funciones independientes de su accidbn como proteasa es

debida a su homologia con la colectrina (202). La colectrina regula la expresion en la
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membrana celular de un transportador de aminoacidos existente en el borde en cepillo
de las células tubulares proximales. Esta misma funcion parece realizarla el ECA2 en el
borde en cepillo de los enterocitos del intestino delgado (202). Hasta el momento no se
ha demostrado una relacion entre ECA2 y la expresion de transportadores de
aminoacidos en el tabulo (203), pero el hecho de que estudios en ND experimental
observen un aumento en la expresion de ECA2 tubular, principalmente en proximal
(116), puede hacer pensar en una posible relacion atin no encontrada.

Otra funcion del ECA2 en la que se estd empezando a profundizar es la
interaccion entre el ECA2 y las integrinas. Las integrinas con proteinas de membrana
que actian como moléculas de sefalizacion bidireccionales participando en la
regulacion de la proliferacion celular, procesos de diferenciacion y migracion entre
otros (204). El dominio extracelular del ECA?2 interacciona con estas proteinas actuando
a diferentes niveles funcionando como sustrato de la adhesion celular dependiente de
integrinas. Ademas se ha observado que su presencia aumenta los niveles de elementos
fosforilados de la cascada de sefializacion de las integrinas, por tanto parece tener una
papel en la modulacion de estas vias (204).

El ECA2 urinario parece reflejar la situacion del enzima a nivel sistémico y
renal, al menos en este modelo de afectacion renal por DM tipo 1 y valorando
conjuntamente los diferentes datos de la literatura. En este sentido, se podria plantear su
papel como marcador no invasivo de alteraciones renales en la ND. Son necesarios
estudios especificos con la finalidad de elucidar si la deteccion de dicho enzima a nivel
urinario puede ser un marcador de progresion de la ND.

Por lo tanto, la elevacion del ECA2 en estados de ND no controlada, como en el
modelo utilizado en esta tesis, parece traducir un intento de mecanismo compensador
del SRAA frente al aumento de Ang-II observado en esta patologia. La normalizacién
de la glucemia conlleva una normalizacion de los pardmetros de funcion renal (EUA,
FG) que se acompaia de una regulacion de la hiperactivacion del ECA2. Las probables
acciones protectoras del ECA2 no parecen estar medidas su accién sobre el
metabolismo de la Ang-II. Por otro lado, el aumento de la actividad de ECA2, circulante
y urinario, podria ser un marcador que traduzca una situacion de hiperestimulacion del

SRAA en la ND.
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B. MODELO CELULAR IN VITRO

Diversos trabajos han estudiado el SRAA podocitario demostrando que posee
toda la maquinaria necesaria para producir Ang-I1, el principal efector del sistema (33,
34). En presencia de algunas de las alteraciones de la fisiopatologia de la ND, como la
hiperglucemia, existen variaciones en la expresion de los diferentes elementos del
SRAA intrapodocitario (142, 144, 154). En el momento en que la modulacion de este
sistema es fundamental para frenar la evolucion de la ND, su estudio en los podocitos
adquiere una gran relevancia.

Los podocitos en cultivo son células sensibles a la insulina desde el inicio de su
diferenciacion y son las Unicas cé€lulas de la barrera de filtracion glomerular que
presentan esta sensibilidad (205). Estudios en podocitos KO para el receptor de la
insulina han demostrado un incremento compensador en la expresion génica del
receptor para IGF-1 cuyo ligando también es la insulina, indicando lo esencial que
resultan las vias de sefializacion de esta hormona en los podocitos (94). EL modelo de
raton no diabético que unicamente es KO para el receptor de insulina en los podocitos
desarrolla, a las 5 semanas de vida, albuminuria con pérdida pedicelar. A las 8 semanas
de vida presenta ademas lesiones renales comparables con la ND: aumento de MEC,
engrosamiento de la MBG, esclerosis y ademas apoptosis podocitaria (94).

Todo ello confiere gran interés al estudio de la respuesta de estas células a la
insulina y en concreto de diferentes elementos del SRAA, que en esta tesis se focaliza

en el enzima ECA2.

Los primeros resultados presentados corresponden al estudio de la respuesta
de los podocitos a la insulina en diferentes concentraciones escogidas dentro de los
rangos citados en la literatura (205, 206). La incubacién se realizo durante un periodo
inicial de 24 horas en presencia de un medio con alta concentracion de glucosa (25mM)
remedando una situacion de hiperglucemia.

Se observo un incremento en la expresion génica, proteica (estudiada por WB) y
en la actividad enzimatica del ECA2 en el grupo incubado con la concentracion de
insulina mas elevada (200nM). En el grupo incubado con 100nM de insulina se detect
un incremento en la expresion proteica y en la actividad enzimatica del ECA2, pero sin
detectarse incremento en la expresion génica. El gen del ECA2 es un gen con expresion

constitutiva en el podocito, es decir, se expresa en condiciones basales, pero a la vez es
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inducible por la presencia de diversos estimulos, en este caso de la insulina a una
concentracion de 200nM, aunque no a concentraciones menores (100nM). La
expresion proteica se eleva ya en presencia de la concentracion baja de insulina por lo
que es posible que existan mecanismos de control de la traduccidon que aumenten la
velocidad o frecuencia de la misma en presencia de este estimulo sin necesidad de

incrementar la expresion génica.

Resultaba interesante valorar la respuesta en el tiempo a este estimulo por lo
que se escogieron 2 puntos de tiempo complementarios a 24 horas: 1 hora, para estudiar
una respuesta mas temprana, y 48 horas para el estudio del mantenimiento de la
respuesta. No se realizaron estudios més prolongados por el posible efecto de mantener
tanto tiempo las células en cultivo sobre la correcta diferenciacion de las mismas (20,
177). Se decidi6 realizar el estudio con la concentracion de insulina de 200nM ya que
con ella se observaban los efectos mas estables y completos.

Se detectd respuesta, que se podria denominar precoz, a la incubacion con
insulina tras 1 hora con un incremento en la expresion génica, proteica (estudiada por
WB e IF) y en la actividad enzimatica del ECA2 intrapodocitario. Asi este mismo efecto
se mantuvo a las 48 horas de incubacion, aunque con menor intensidad que en las 24

horas.

La presencia de ECA2 en podocitos se ha demostrado tanto en estudios de
colocalizacion en glomérulo (110) como en cultivo de podocitos murinos observando la
degradacion de Ang-II en Ang-(1-7) dependiente de dicho enzima (34). A pesar de ello,
los niveles de Ang-(1-7) detectados se encontraban en el limite de deteccion de la
técnica, por lo que no se observaron diferencias significativas en su concentracion entre
muestras con y sin inhibidor especifico del ECA2 (DX-600). Pero por otro lado, la
presencia de DX-600 disminuy¢é significativamente la degradacion de Ang-II, como
signo indirecto de la inhibicion de la actividad del ECA2 (34). Aunque estos estudios
describen la presencia de ECA2 en los podocitos (34, 110), no hay estudios en la
literatura focalizados en las variaciones del ECA2 en el podocito en un contexto

diabético lo que confiere un especial interés al trabajo presentado.

El aumento de ECA2 a nivel podocitario en respuesta a la insulina podria tener

una elevada trascendencia en la funcion glomerular en la DM. Un reciente e interesante
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trabajo describe especificamente la trascendencia del ECA2 en los podocitos. Los
autores desarrollaron un modelo de ratén con sobre-expresion de ECA2 tinicamente a
nivel podocitario al que se le indujo DM mediante inyeccion de STZ (153). En el
glomérulo (analizado de modo aislado por microdiseccion glomerular) la actividad de
ECA2 y la expresion proteica fueron mayores que en los controles diabéticos no
transgénicos confirmando la sobre-expresion del enzima a nivel podocitario. En un
punto precoz de seguimiento el grupo transgénico no presentaban diferencias
significativas en el grado de albuminuria respecto al control no diabético. Los diabéticos
no transgénicos, contrariamente, presentaban elevados niveles de albuminuria.
Posteriormente los niveles de albuminuria se igualaron. En cuanto a los hallazgos
histologicos, de un modo precoz, la expansion mesangial, la disminucion en la nefrina y
sinaptopodina y la pérdida podocitaria result6 significativamente menor en los ratones
que sobre-expresaban ECA2 comparado con el grupo diabético no transgénico. En un
punto mas tardio de la evolucion estas diferencias desaparecieron. Lo mismo ocurrid
con los niveles corticales de TGF-B (153).Los autores de este trabajo postulan que la
ausencia de persistencia del efecto en momentos mas tardios podria ser debido a que la
actividad intrapodoctaria no est4 suficientemente elevada para contrarrestar los efectos

deletéreos de la Ang-II (153).

Si en un modelo animal con aumento de ECA2 en el podocito por modificacion
génica se observa un papel nefroprotector de esta elevacion en cuanto a progresion de la
ND, podemos pensar que el podocito es capaz de aumentar la expresion de ECA2 en
presencia de insulina, no sélo en el modelo in vitro mostrado en esta tesis, sino también

in vivo con las mismas consecuencias protectoras.

Posteriormente se quiso completar el estudio afadiendo un elemento mas
presente en la ND, la albuminuria. En labarrera de filtracion glomerular la mayoria de
las proteinas plasmaticas no llegan a alcanzar el DF, por tanto no llegan a contactar con
el podocito debido a que quedan retenidas en la luz capilar, fundamentalmente por la
barrera que supone la MBG (207). En el caso de la ND esta barrera también se
encuentra dafiada, por lo que la exposicion del DF y el podocito a las proteinas es
mayor. Diversos estudios se han centrado en valorar la respuesta del podocito en cultivo
a la presencia de una sobrecarga de albumina, pero ninguno ha valorado la respuesta del

SRAA. En este trabajo valoramos si la respuesta a la insulina observada se mantenia en
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presencia de albimina. Se utiliz6 una concentracion de albumina de 10mg/ml ya que ha
sido la més ampliamente utilizada previamente (208, 209). Los estudios de incubacién
con insulina en presencia o no albumina se realizaron tras 48 horas de incubacion para
valorar una exposicion prolongada (“crénica”) a esta situacion.

En primer lugar se confirmo6 la respuesta a la insulina (200nM) tras 48 horas de
incubacion mostrando un incremento significativo de la expresion génica, proteica (por
WB e IF) y actividad enzimatica del ECA2. La incubacion con albimina sola no
modifico la expresion génica, proteica ni la actividad del enzima. De modo interesante
al anadir albumina a la incubacidn con insulina se obtuvieron resultados diferentes a los
observados con la insulina aislada. Encontramos una discordancia evidente entre los
resultados de expresion génica respecto a la expresion proteica de ECA2 mediante WB
y su actividad enzimatica. En consecuencia se plantearon varias hipotesis. Es conocido
que algunas proteinas requieren de un citoesqueleto intacto para ser transportadas a la
membrana celular. Un ejemplo es el receptor de glucosa GLUT-4 que se encuentra en
vesiculas citoplasmadticas y es trasladado a la superficie celular para su funcionamiento.
En presencia de citocalasina D, que causa disrupcion del citoesqueleto de actina, no se
produce ese transporte y se observa una diferente distribucion del receptor con respecto
al control que presenta un citoesqueleto intacto (205). Sabiendo que la presencia de
albimina en el medio es capaz de alterar la estructura de actina (209, 210) evaluamos la
integridad de esta estructura y su posible relacion con el ECA2 en las diferentes
situaciones. En ninguno de los grupos estudiados se observd co-localizacion de ambos
elementos, si se detectd un cambio en la distribucidén de las fibras de actina hacia la
periferia celular en los grupos incubados con albimina (grupos Alb y Alb+Ins), pero sin
relacion con la distribucion del ECA2. Estas alteraciones en la distribucion de las fibras
de actina fueron comparables con las encontradas en la literatura en presencia de
albumina (209, 210) y en presencia de altas concentraciones de Ang-II (161).

Se realizd también un estudio de co-localizacion con RE. El RE es un
compartimento intracelular con un papel imprescindible en el plegamiento y
maduracion de las proteinas que se van sintetizando en la célula. El podocito tiene un
gran numero de estas organelas en su cuerpo celular representativo del alto nivel de
actividad anabolica/catabolica que presenta (17). En el estudio realizado se observa co-
localizacion evidente entre el ECA2 y el RE (mediante su marcador calnexina) en los
tres grupos de intervencion (Ins, Alb, Alb+Ins). Esta co-localizacion fue claramente mas

significativa en el grupo Alb+Ins. Este hallazgo parece traducir el aumento de las
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proteinas sintetizadas (ECA2) con necesidad de procesamiento ante el estimulo de la
insulina junto con una disminucion de la capacidad del RE de manejar esta sobrecarga
en presencia de albimina. Dichos resultados estdn en concordancia con estudios

publicados previamente (210, 211).

En estas mismas condiciones (insulina con o sin albimina) se estudid su
influencia en la expresion génica de otros elementos de SRAA.

En el grupo Ins se observo una disminucion en la expresion génica de ECA sin
cambios en la expresion de AT1-R. De modo contrario se encontré6 un aumento de la
expresion génica de todos los elementos del SRAA estudiados (Agt, ECA, ATI-R,
AT2-R) en los grupos incubados con albiimina que resultd significativo respecto al
grupo control y al de insulina sola. Por tanto, parece que la presencia de insulina no es
capaz de revertir el efecto observado con la albumina, sino que hay un aumento
significativo de ECA, ambos receptores y Agt en el grupo Alb+Ins respecto al grupo
que se incubd con insulina sola.

Completando en esta valoracion del SRAA se realizd un cociente entre la
expresion génica de ECA y ECA2. Se detectd que existe un balance positivo a favor de
ECA2 en el grupo incubado con insulina y que este balance es a favor de ECA en los
grupos con presencia de albumina.

Estos resultados, conjuntamente con los observados en los estudios centrados en
el ECA2, indican que la presencia de insulina induce una disminucion del cociente de la
expresion geénica del ECA/ECA2 y un perfil de expresion génica del SRAA que
favorece un efecto “anti-Ang-11". La presencia de albimina produce el efecto contrario,
un efecto “pro-Ang-II".

El Agt es el primer péptido en la cascada del SRAA y su presencia en podocitos
se demostro detectando ARNm en una linea celular de podocitos de ratén (33).
Diferentes estudios han mostrado que la hiperglucemia incrementa el ARN mensajero y
la expresion proteica del Agt en podocitos en cultivo (144, 212). En el caso del estudio
presentado todas las células tenian un medio con glucosa elevada por lo que las
diferencias expuestas no se podrian atribuir a la glucosa del medio. No hay estudios en
la literatura que lo valoren en las mismas condiciones que las empeladas en esta tesis.

La deteccion de expresion génica de ECA es un hecho a destacar ya que la
presencia o ausencia de ECA en los podocitos es un tema controvertido. Diferentes

estudios han demostrado la presencia de este enzima con métodos directos e indirectos.
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Algunos grupos han detectado expresion génica de ECA (33, 144) y/o expresion
proteica (34, 144). También se evidencio la presencia de ECA con un método indirecto,
detectando la generacion de Ang-II sensible a la accion de un IECA (captopril). En el
mismo trabajo se estudio el papel de ECA en la degradacion de Ang-(1-7), células co-
incubadas con Ang-II y captopril mostraron una tendencia a acumular Ang-(1-7) (34).
Contrariamente, Ye ef al. no encontraron expresion de ECA en podocitos utilizando
técnicas de IF e inmunomarcaje coloidal con oro sobre tejido renal de raton (110).

Otras investigaciones se han centrado en el estudio de la posible actividad de
ECA en la generacion de Ang-I1. Yoo et al. mostraron que la presencia de alta glucosa
incrementaba niveles de Ang-II de modo dependiente de ECA, quimasas y PKC aunque
no detectaron elevacion de los niveles de ECA en presencia de alta glucosa (144).

Durvasula ef al. confirmaron la elevacion de Ang-II en presencia de alta glucosa
y de modo dosis-dependiente, pero no obstante la pre-incubacion con captopril fue
incapaz de antagonizar la generacion de Ang-II secundaria a la glucosa elevada, en
cambio la presencia de un inhibidor de las quimasas si, lo cual sugiere el papel de vias
no dependientes de ECA en la produccion de Ang-II en esta situacion (142). La
participacion de vias no dependientes de ECA en la generacion de Ang-11 en podocitos
se observé en otro estudio en que la incubacién con captopril de podocitos humanos en
cultivo no reducia la concentracion de Ang-II (33). Este mismo grupo estudid los
efectos del estrés mecénico en el SRAA en cultivo primario de podocitos. Encontraron
un incremento significativo en los niveles de Ang-II a las 24 horas del inicio del
experimento y estos cambios se mantuvieron tras 72 horas. La preincubacion con un
inhibidor del ECA no bloquedé la generacion de Ang-II, lo cual sugiere de nuevo que
vias no dependientes de ECA participan en su formacion (37).

Los podocitos expresan los dos receptores de Ang-1I, AT1-R y AT2-R, pero los
efectos de la Ang-II observados sobre ellos son principalmente a través del AT1-R (33,
148, 149).

Ratas transgénicas que sobre-expresaban ATI1-R tnicamente en los podocitos
presentaban albuminuria asociada a alteraciones podocitarias no observadas en los
controles: formacién de pseudoquistes en podocitos, posteriormente borramiento
pedicelar, despegamiento y pérdida de podocitos; finalmente se desarrollaban
adhesiones a la céapsula de Bowman (35). Suzuki et al. desarrollaron diferentes
experimentos para valorar el papel de los receptores AT1-R y AT2-R en la regulacion

de la barrera glomerular. Uno de ellos se centraba en el efecto directo de la Ang-II sobre
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las moléculas del DF. Se observé una disminucion de la expresion génica de nefrinaque
unicamente se prevenia por la incubacion con un antagonista del AT1-R. Experimentos
in vivo mostraron resultados similares y ademds una relacion con la severidad de la
albuminuria (165).

Ratas diabéticas tratadas con antagonistas del AT1-R mostraron un mayor
numero de podocitos por glomérulo que los animales no tratados sugiriendo un papel
renoprotector del bloqueo del SRAA a nivel podocitario (213). Estos datos evidencian
que el incremento en la sefial del AT1-R puede llevar al desarrollo de proteinuria,
alteraciones estructurales y progresion hacia la glomeruloesclerosis.

La presencia de AT2-R en la membrana de podocitos se ha demostrado en
diferentes trabajos (33, 148, 149), pero la trascendencia del AT2-R en el podocito atn
esta por aclarar ya que existe escasa literatura focalizada en su funcion en podocitos
(165).

Por tanto los hallazgos presentados en las células en un “ambiente diabético”
(glucosa elevada y albumina en el medio) parecen coherentes con la fisiopatologia del
SRAA en la podocitopatia diabética. El hecho de que la insulina, farmaco fundamental
en el tratamiento de los dos tipos de DM, module este sistema en el podocito hacia un
perfil “anti-Ang-I1” resulta de elevado interés, teniendo en cuenta ademas la pérdida de
este efecto en presencia de albumina.

Existen diversos estudios y revisiones focalizados en la relacion entre vias de
sefializacion de insulina y del SRAA, pero escasos centrados en lo que ocurre en el
rindn (214, 215). Un interesante trabajo en células tubulares en cultivo evidencid por
primera vez la existencia de un cross-talk entre las vias de sefalizacion del SRAA y de
la insulina (216). Es obvio que este estudio y el presentado en la tesis no son
equiparables por diversas razones: las células tubulares y los podocitos son células de la
misma estirpe, pero los ultimos son cé¢lulas muy especializadas no comparables y en el
articulo no estudian la influencia de la insulina en el SRAA del mismo modo ni evaltian
las mismas consecuencias. Pero ese trabajo si pone de manifiesto la existencia de
interaccion entre el SRAA y las vias de sefializacion de insulina en el rifion. Es de
mencion que la capacidad de la insulina de modular directamente el SRAA ha sido
escasamente estudiada. En este sentido los resultados presentados en esta tesis resultan
interesantes y remarcan la necesidad de explorar esta relacion con mayor profundidad
ya que tanto el SRAA como la insulina son fundamentales en la fisiopatologia y

tratamiento en la ND.
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Continuando con la valoracién del SRAA en el podocito en respuesta a la
insulina se realiz6 un ELISA para cuantificar la Ang-II en la célula. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos, tampoco una tendencia. Estd descrita en la
literatura la presencia de Ang-II en el podocito (33, 34). Ademas en el FG inicial en el
tubulo proximal la concentracion de Ang-II alcanza unos elevados niveles que no se
pueden justificar Unicamente por la filtracion del péptido del plasma, sino que
probablemente los podocitos contribuyan en cierta medida con su propia sintesis de
Ang-II (33). Dado que existen vias de formacion y degradacion de Ang-II no
dependientes de ECA/ECA2 en el podocito es posible que los cambios observados en
estos enzimas no causen variaciones en su concentracion (33, 34, 37, 142). Otro
elemento a tener en cuenta en la valoracion de los resultados obtenidos en la
determinacion de Ang-II en los lisados celulares es que probablemente la concentracion
del péptido presente en estas células en estas condiciones estaba en limite bajo de
deteccion de la técnica.

El desequilibrio del SRAA en al ND favorece los procesos pro-inflamatorios y
pro-fibroéticos por lo que se realiz6 una aproximacion a estos efectos estudiando la
expresion génica de dos elementos que representan ambos procesos: el TGF-f y la Fbn.

En el grupo incubado con insulina no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas respecto al control, por el contrario, en el grupo incubado
con albumina se observo un aumento del mRNA del TGF-B respecto a Control y Ins.
Este efecto no pudo ser revertido con la presencia de insulina. En cuanto a la expresion
génica de Fbn ésta disminuye significativamente en presencia de insulina respecto al
control, sin embargo en el grupo con albimina aumenta significativamente sin que la
insulina consiga revertir este efecto.

El incremento de TGF-f en presencia de albiimina observado en este trabajo
confirma datos ya descritos en la literatura (169, 217, 218). El hecho de que esta
elevacion no sea revertida por la presencia de insulina tiene gran importancia ya que el
TGF-B tiene consecuencias en la fisiopatologia de la podocitopatia diabética. Un
aumento de esta citoquina conduce a la desdiferenciacion del podocito con pérdida de
proteinas clave como la nefrina o la ZO-1 (36, 208, 219), una reorganizacion del
citoesqueleto (219) y un incremento de la permeabilidad de la monocapa celular a la
albumina (36, 219). La secrecion de la citoquina al medio por el podocito, utilizando ese
medio en un cultivo de c€lulas mesangiales, origina una transformacion fenotipica de

las células mesangiales (208). Por otro lado, su incremento favorece la apoptosis
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podocitaria (36, 220), por tanto globalmente favorece la pérdida podocitaria, hecho
patologico con gran trascendencia en la ND.

La Fbn es una glicoproteina presente en la matriz mesangial y que es producida
por el podocito contribuyendo asi a la sintesis de la matriz mesangial (221, 222). Su
incremento esta asociado con el proceso de expansién de matriz mesangial, esclerosis y
fibrosis glomerular en la ND (223).

En un estudio centrado en la TEM en podocitos se incubaron las células
(podocitos de raton) con TGF-B1. Detectaron induccién de la expresion de componentes
de la matriz intersticial, entre ellos, la Fbn. Este hecho se acompafio6 de cambios
fenotipicos de la TEM: disminucion de la expresion de P-cadherina como marcador
epitelial fundamental del podocito, nefrina y ZO-1, ademas de aumento en la expresion
de desmina (marcador mesenquimal). En el mismo trabajo, estudios funcionales
demostraron que la incubacion con TGF-B1 incrementa la permeabilidad a la albtimina
de la monocapa de podocitos. Las mismas alteraciones fueron encontradas en estudios
in vivo (36).

La capacidad de la insulina de reducir su expresion génica observada en este
trabajo, por tanto, puede ser un factor protector, que desaparece en el momento en que
existe una elevada concentracion de albiimina en el medio.

Resulta interesante valorar conjuntamente estos dos elementos, TGF- y Fbn, ya
que se ha definido claramente su relacion en diversos trabajos. En cultivos de células
epiteliales glomerulares se ha descrito un incremento en la expresion génica de Fbn
secundaria un aumento de TGF-B exogeno (36, 224) o causado por la presencia de LDL
colesterol oxidado o de niveles elevados de glucosa (222, 225). Este incremento en Fbn
secundario al TGF-B es dosis y tiempo-dependiente (219).

Aunque los estudios presentados en esta tesis son descriptivos, no mecanisticos,
se podrian extrapolar los datos observados en la literatura. El incremento de Fbn
observado en presencia de albumina podria ser secundario al aumento del TGF-f y la

insulina no consigue revertir dicho efecto en presencia de albiimina.

Multiples estudios han demostrado que la pérdida podocitaria en un hecho
clave en la ND (42, 43, 47-49, 51, 226) por lo que en el trabajo presentado se realizod
una valoracion de la misma. La primera aproximacion fue realizar una contabilizacion
de los nticleos en el momento del inicio de la incubacion y contabilizarlos de nuevo tras

la incubacion durante 48 horas. Se detectd una disminucion significativa en el numero
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de nucleos en el grupo incubado con albimina. También se observé un incremento en el
numero de nucleos en los grupos incubados con insulina, tanto sin como con albumina.
Es sabido que los podocitos maduros no tiene la capacidad de proliferar debido a la
expresion de inhibidores de ciclinas que impiden la entrada de la célula en el ciclo
celular (17), por tanto, una de las explicaciones posibles para estas variaciones
observadas fue que por la movilidad de las células se modificase el nimero de nucleos
por campo estudiado. Pero en algunos campos se observaron imagenes compatibles con
un posible proceso de muerte celular con despegamiento de la célula (Figura 71). Estos
hallazgos nos llevaron a estudiar la muerte celular, en forma de apoptosis, pensando que
durante la incubacion las células sufren un proceso de apoptosis y algunas de ellas se
desprenden previamente al contaje final y otras estan sufriendo aun este proceso.

El grupo de células incubadas con insulina mostré una disminucion evidente,
aunque no significativa estadisticamente, de la apoptosis respecto al control. En los
grupos incubados con albumina se observd una aumento de la fluorescencia en ambos,
mas marcada en el grupo Alb+Ins, que fue significativamente mayor que en el grupo
Ins.

La disminucion de apoptosis en el grupo incubado con insulina respecto al
control pone de manifiesto una posible funcién protectora anti-apoptdtica de la insulina
en estas células. En concordancia, estudios realizados en otras células renales han
objetivado esta funcién protectora. En células mesangiales se ha demostrado que la
insulina per se tiene efecto anti-apoptotico dependiente de la activacion de la via
PI3K/Akt e inhibicion de la via ERK/MAPK la cual se encuentra estimulada durante la
apoptosis (227). Dicho efecto también se ha observado en células tubulares donde la
incubacion con insulina demostr6 una disminucion de la actividad de la caspasa-3 (pro-
apoptotica) mediada por PI3K/Akt (228). Aunque no existen estudios especificos sobre
la influencia directa de la insulina en la supervivencia celular en podocitos se podria
suponer que esta hormona tiene los mismos efectos en ellos. Esta hipdtesis se ve
apoyada por diferentes estudios publicados en podocitos. La incubacion con estatinas en
el medio de cultivo protege a los podocitos de la pérdida de nefrina y de la apoptosis
secundaria a la presencia de colesterol LDL oxidado, y este efecto protector es
dependiente, al menos en parte, de la via PI3K/Akt (229). Otro estudio demostr6 que la
incubacion con IGF-1 (insulin growth factor 1), hormona que actla tanto a través de su
receptor especifico como a través del receptor de insulina, disminuye la apoptosis

podocitaria por la activacion de la misma via, PI3K/Akt (230). Con estos datos de la

107



literatura se podria un suponer que, en el experimento presentado, la disminucion de la
apoptosis en presencia de insulina podria ser un efecto directo de la misma mediado, al
menos en parte, por PI3K/Akt.

El aumento de la apoptosis podocitaria en presencia de albumina es un hecho
ampliamente descrito en la literatura. Esta demostrado que el podocito tiene la
capacidad de endocitosis de albumina (209, 231, 232) en consecuencia, en presencia de
altas concentraciones de albumina ésta produce efectos deletéreos en la célula. La
sobrecarga de albumina producida en un modelo experimental de rata o la exposicion en
el medio de podocitos en cultivo mostrd, junto con otras alteraciones como borramiento
de pedicelos, pérdida de nefrina y alteraciones del citoesqueleto, un aumento de la
apoptosis podocitaria mediado por activacion de TGF-B y la via efectora MAPK (233).
La activacion de la via de las caspasas, concretamente las caspasas 3 y 12, tienen un
papel principal en la apoptosis podocitaria secundaria a albumina (220, 231, 234). El
incremento de TGF-B, que se detecta en presencia de sobrecarga de albiimina (208),
también activa la via de las caspasas (220). Otra de los factores desencadenantes de este
proceso es que la sobrecarga de albimina causa un aumento de concentracion de calcio
intracelular a través del canal de calcio TRPC6 (210).

Se podria concluir que el efecto anti-apoptotico de la insulina desaparece o es
insuficiente para compensar el aumento de la apoptosis secundaria a la presencia de
albumina y por tanto la pérdida podocitaria, hecho clave en la evolucion de la ND como
demuestran muchos trabajos publicados.

En biopsias de pacientes con DM tipo 1 y diferentes grados de albuminuria se
demostrd que, apareados por edad, los diabéticos presentaban un menor numero de
podocitos, independientemente de edad o duracion de la DM, en comparacion con
controles sanos (42). Otros trabajos focalizados en pacientes con DM, tanto tipo 1 como
2, mostraron una asociacion entre la pérdida de podocitos y el grado de EUA (47, 48).
Recientemente se ha publicado un exhaustivo estudio con microscopia electronica
valorando la fenestracion de los capilares glomerulares y los podocitos en pacientes con
DM tipo 2. Encontraron que el desprendimiento podocitario correlaciona positivamente
con el incremento de la albuminuria. En cambio, el nimero de podocitos no
correlacionaba con la albuminuria, indicando la implicacién de la lesion podocitaria, no
solo su pérdida, como el factor estructural principal en la alteracion de permeabilidad

glomerular en la ND (226).
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Todos estos datos subrayan el significado de la pérdida podocitaria en la
evolucion de la ND y, por tanto, el potencial del tratamiento con insulina para preservar

la normalidad a este nivel.
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VIII. CONCLUSIONES

1. En un modelo experimental de DM tipo 1 que desarrolla afectacién renal, el
raton NOD, se observa una normalizacion de las alteraciones a ese nivel con el
control glucémico mediante insulina.

2. En la DM no controlada del raton NOD se observa una elevacion de la actividad
enzimatica del ECA2 a nivel sistémico y renal.

3. El control glucémico con insulina de los ratones NOD diabéticos iguala los
niveles de ECA2 a los del control no diabético.

4. La elevacion del ECA2 en la diabetes no controlada parece traducir la
activacion del SRAA tipica de esta patologia.

5. El tratamiento con insulina en la DM del raton NOD parece tener un papel
protector a nivel renal, al menos en parte, secundario al buen control glucémico.

6. La insulina incrementa los niveles de ECA2 intrapodocitarios sugiriendo un
papel nefroprotector en la ND.

7. La insulina tiene una influencia directa sobre la expresion del SRAA
intrapodocitario, pero su influencia desaparece en presencia de albimina.

8. La insulina protege frente a la apoptosis podocitaria, pero no en presencia de
albimina.

9. La insulina tiene un papel protector sobre el podocito que desaparece en
presencia de albumina, por tanto su utilizacion precoz en la ND podria ser

beneficiosa al menos a este nivel celular.
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IX. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
A. LIMITACIONES DEL TRABAJO EXPUESTO

- En el caso del modelo animal experimental las caracteristicas intrinsecas del
mismo nos ofrecen limitaciones. El hecho de que no sobrevivan en condiciones
aceptables sin insulina limita los estudios que se pueden realizar en estadios avanzados.
En el caso de este trabajo no fue posible valorar la PA ni el FG por el mal estado
general de los animales tras 40 dias de DM sin tratamiento.

- En los estudios in vitro con la linea celular de podocitos de raton no se valoro
la glucosa en el medio de cultivo tras las incubaciones con insulina. Consideramos que
los niveles de glucosa en el medio eran suficientes para el mantenimiento celular y
durante la incubacion se cambi6 el medio cada 24 horas para no exponer a las células en
ningun momento a una situacioén de “hipoglucemia”.

- En una valoracion global del trabajo presentado, aunque metodologicamente es
correcto y estudia el ECA2 abordandolo desde diferentes perspectivas, es

mayoritariamente descriptivo, quedando por aclarar los mecanismos implicados.

B. PERSPECTIVAS FUTURAS

Las limitaciones de este trabajo nos llevan a plantearnos futuras lineas de
investigacion que se pueden establecer en base a los resultados obtenidos. Estas futuras
lineas de investigacion iran encaminadas a:

- Profundizar en el estudio de otros elementos del SRAA para poder realizar una
valoracion integrada de este sistema, principalmente el estudio de los péptidos activos
del sistema (Ang-Il y Ang-(1-7)).

- Estudios de las consecuencias de la modulacion del ECA2 en el modelo
diabético NOD y sus cambios en presencia de un correcto control glicémico. Parece
interesante plantearse estudios acerca de las vias de sefalizacion de integrinas y su
modificacidon en presencia de tratamiento con insulina.

- Estudios especificos de la respuesta del ECA2 podocitario frente a diferentes
concentraciones de glucosa en el medio.

- Estudios en profundidad de posibles vias activadas en podocitos como la P13k

y su relacion con la modulacion de la apoptosis por la insulina.
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