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5 DISCUSIÓN

Estudios experimentales recientes muestran que las anormalidades lipídicas pueden contribuir al

inicio de la progresión de la glomerulosclerosis. También se ha observado que la presencia de

hipertensión sistémica, una enfermedad glomerular preexistente, o la reducción del número de

nefronas funcionales, conducen a un incremento en la extensión y severidad de la lesión

glomerular209. Así por ejemplo, dietas ricas en colesterol están asociadas a albuminuria y lesión

glomerular en una gran variedad de especies animales. Además, cuando esta dieta se halla en

combinación con hipertensión u otras formas de lesión glomerular como la reducción de la masa

renal, se produce un efecto aditivo en relación con la lesión renal. En este sentido, French y col210

demostraron que dietas altas en colesterol administradas a conejillos de indias, incrementaban la

incidencia de glomerulosclerosis, siendo el aumento del número de lesiones glomerulares

proporcional al nivel de colesterol alcanzado. Estudios posteriores pusieron de manifiesto que

dietas ricas en colesterol inducían hipercelularidad glomerular y una expansión de la matriz

extracelular. Por otro lado, en ratas alimentadas con dietas ricas en colesterol a las cuales se les

había inducido hipertensión, se constató que la lesión glomerular aumentaba casi el doble  respecto

a cuando no se les inducía la hipertensión211.

Es importante remarcar el papel de la diabetes mellitus en la progresión de la enfermedad renal

progresiva. En esta línea, Hirano y col212 demostraron que los perfiles plasmáticos de lipoproteínas

eran más aterogénicos en pacientes con nefropatía diabética que en los que no tenían ninguna

enfermedad renal o en aquellos que tenían una nefropatía no diabética. Además, los niveles de

triglicéridos en plasma (altos per se en la diabetes II) se incrementan cuando existe

microalbuminuria, poniéndose de manifiesto la importancia de la dislipemia en la diabetes mellitus

tipo II. Por otro lado, también observaron que pacientes con microalbuminuria tienen un contenido

de la enzima lipoproteín lipasa menor que pacientes normoalbuminúricos, indicándose el papel

crítico de este enzima en la dislipemia asociado a estadios iniciales de la nefropatía diabética.

Estudios previos realizados por nuestro grupo probaron que en RZO alimentadas con una dieta con

alto contenido graso se producía una aceleración de la nefropatía. El tratamiento de estas ratas con

fosinopril normalizó la proteinuria y el número de macrófagos-ED1, además de reducir las cifras de

colesterol213. También observamos que en ratas Sprague-Dawley con una nefrectomia parcial

alimentadas a partir de una dieta rica en colesterol se incrementaban significativamente el número

de lesiones segmentarias focales y la proteinuria214.

El objetivo del presente estudio se basó en valorar si la corrección primaria de la alteración lipídica

en un modelo de diabetes mellitus tipo II disminuye la glomerulosclerosis y a través de qué
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mecanismos ocurre. En estos últimos años, los inhibidores de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril

coenzima A-reductasa han demostrado tener efectos beneficiosos en diferentes modelos de ERP215.

Por otro lado, existen estudios previos216,213 que muestran que los inhibidores del enzima de

conversión de la angiotensina-II en este modelo experimental reducen drástricamente la

proteinuria, reduciendo a su vez la lesión renal. Es por esta razón que nos propusimos estudiar los

mecanismos por los cuales la reducción primaria de los lípidos y las proteínas disminuyen la lesión

renal mediante la utilización del inhibidor del enzima hidroxi-metil-glutaril coA reductasa

(atorvastatina) y el inhibidor del enzima de conversión de la angiotensina (quinapril).

Para conseguir estos objetivos escogimos a la RZO y tal como ya hemos comentado en la

introducción, la RZO constituye un modelo clave para el estudio de la DMNID. Estas ratas, a

diferencia de las RZL (controles sanos) son obesas. La obesidad en esta cepa es su carácter

recesivo autosómico consecuencia del fenotipo fa/fa, causante también de otras características que

identifican a este tipo de rata: resistencia periférica a la insulina, hiperinsulinemia, hiperlipidemia y

finalmente proteinuria y glomerulosclerosis. Diferentes estudios experimentales han sugerido que

las anomalías lipídicas inherentes a estas ratas podrían jugar un papel importante en el desarrollo de

la glomerulopatía217.

Una de las primeras valoraciones que realizamos fue la determinación del estadio clínico de cada

uno de los grupos experimentales. Entre los parámetros ponderables encontramos que las ratas de

ambos grupos control experimentaron un aumento de peso exponencial entre las semanas 16 y 24

de vida, que se estalibizó posteriormente. Tal y como cabe esperar del genotipo de la RZO, ésta

alcanzó valores de peso significativamente mayores que sus homólogas (RZL). Los grupos tratados

con quinapril y atorvastatina, no evidenciaron aumento de peso alguno, a pesar de que la ingesta

fue similar en todos los grupos. La incidencia de los fármacos en el peso de los animales ha sido

documentado en algunos estudios previos218 y podría explicarse por la reducción de los niveles

plasmáticos del colesterol inducidos por los tratamientos.

La presión media tomada durante todos los meses de estabulación fue muy similar y no se

observaron diferencias significativas entre los grupos control y los tratados, hecho que podría

responder a la conocida variabilidad de la presión arterial. En cambio, si se estudiaban en más

profundidad las presiones medias de los últimos meses se pudieron observar diferencias

estadíticamente significativas entre el grupo control y el tratado con quinapril, que presentaba

valores inferiores de presión arterial. La reducción de la presión arterial provocada por los IECAs

es un hecho conocido dado que la AII está implicada directamente en el control de la presión

arterial.
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Las RZO actuaron como modelo representativo de la evolución positiva de la edad, presentando

todos los componentes del síndrome plurimetabólico X similar a la diabetes tipo II en humanos.

Mostraron obesidad, glucosa moderadamente alta, hiperinsulinemia y una dislipemia en la que

destacaban niveles muy altos de triglicéridos. Además, los animales manifestaron un incremento

significativo de la proteinuria a partir de las 24 semanas de vida llegando a alcanzar proteinuria

severa (>50mg/ Kg peso/ día) así como a exhibir lesiones glomerulares escleróticas y focales en la

biopsia renal. Estos datos coinciden con la literatura219 que demuestra que la RZO es un modelo

espontáneo de glomerulosclerosis que desarrolla proteinuria a edades muy tempranas.

Existen estudios en la literatura que demuestran que los factores metabólicos propios del síndrome

plurimetabólico X actúan favoreciendo la glomerulosclerosis. Así, Michel y col220 en un

experimento llevado a cabo con RZO apuntaban que la insulina podía ser un factor implicado en la

patogénia de la glomerulosclerosis actuando directa o indirectamente a través de la concentración

de triglicéridos. Por otro lado, demostraron que la glucemia también estaba involucrada en esta

enfermedad, ya que el bloqueo con ascarbosa de la absorción de glucosa al nivel intestinal reducía

la insuficiencia renal crónica y la severidad de la glomerulosclerosis. Por otro lado, Gades estudió

el papel de la obesidad en la RZO provocando breves períodos de injesta ad libitum, en estos

periodos observó  que aumentaba la hipertrigliceridemia y con ésta la lesión glomerular221.

Se ha demostrado que los lípidos contribuyen de una manera muy especial en la confección de la

lesión renal. En concreto, se ha visto que las células glomerulares expresan receptores para las LDL

y las VLDL, favoreciendo el depósito de estas partículas en el tejido renal. Estas partículas pueden

oxidarse previa a la entrada o una vez el glomérulo las ha internalizado causando un daño deletéreo

en las células mesangiales. Ishiyama y col en un estudio en el que abordaban la patogénesis de la

glomerulosclerosis sugirieron que la peroxidación lipídica estaba implicada en la

glomerulosclerosis inducida por lípidos apuntando que el O2
− y OH− jugaban un papel  en este

proceso. En concreto, el O2
− es metabolizado a peróxido de hidrógeno (H2O2) y radicales de

oxígeno OH−  (especie capaz de oxidar los lípidos a peróxidos). La peroxidación de los ácidos

poliinsaturados en la membrana celular puede interferir en las funciones celulares160. También, se

ha observado que la hiperlipidemia incrementa la concentración de oxidoreductasa xantina, enzima

que cataliza la generación de los radicales de oxígeno222. Además,  la administración de

antioxidantes como la vitamina E o ácidos grasos ω6 modifican la oxidación de las lipoproteínas y

subsecuentemente disminuyen la formación de células espumosas dentro del glomérulo223.

Además, estudios de micropunción han demostrado que las dietas ricas en colesterol incrementan

de una manera modesta la presión del capilar intraglomerular. Estos cambios de presión ocurren sin

alteración de la presión sistémica y están íntimamente relacionados con el incremento de la presión
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oncótica224. También se ha constatado en ratas diabéticas una marcada disminución de la resistencia

de la arteria glomerular, más evidente a nivel preglomerular, que permite la transmisión de la

presión sistémica a la microcirculación glomerular225. Consecuentemente, el riñón diabético es más

susceptible de sufrir daños deletéreos de la hipertensión sistémica por lo que la disminución de la

presión sanguínea adquiere protagonismo en la reducción de la nefropatía.

Conocida la importancia de la dislipemia en la lesión glomerular, uno de nuestros objetivos fue

evaluar el papel de la dislipemia en relación con la proteinuria y la producción de

glomerulosclerosis y elucidar la acción de la atorvastatina y el quinapril en la prevención de la

lesión renal de la RZO. En nuestro estudio experimental observamos que las RZL mostraron unos

niveles de triglicéridos y colesterol constantes a lo largo del tiempo. En oposición, las RZO

presentaron un incremento importante del colesterol a las 24 semanas mientras que los niveles de

triglicéridos se mantuvieron constantes a esta edad. A las 32 semanas los niveles de colesterol

exhibieron un incremento proporcional al que ya habían experimentado anteriormente, mientras

que los niveles de triglicéridos aumentaron de una forma exponencial. La presencia de esta

dislipemia tan marcada a las 24 semanas podría respoder a la presencia de diabetes mellitus tipo II

en nuestro modelo experimental y también secundariamente a la proteinuria.

En el presente estudio se pudo observar que las ratas que tenían el colesterol más elevado eran las

que presentaban mayor proteinuria y lesiones glomerulares mientras que cuando se reducía la

dislipemia se asociaba a una disminución de la proteinuria y de las lesiones glomerulares. En este

sentido, Keane155 observó que las dietas ricas en colesterol están asociados a la albuminuria y al

lesión glomerular en una gran cantidad de especies animales. También, encontró que la

hipercolesterolemia reduce la producción de substacias vasodilatadoras (prostaciclina, factores

relajantes) e incrementa la producción de substancias vasoconstrictoras (tromboxano A2 y

endotelina), moléculas relacionadas con la hemodinámica glomerular.

El tratamiento con atorvastatina disminuyó los niveles de triglicéridos a las 24 semanas alcanzando

niveles muy próximos al de las RZL. Aunque los triglicéridos séricos a las 32 semanas de edad

incrementaron, estos niveles se mantuvieron inferiores respecto las RZO (p<0.01). También, se

observó una disminución de los niveles de colesterol con la atorvastatina (32 semanas de edad). El

tratamiento con quinapril inicialmente acompañado inicialmente de un incrementó los niveles de

triglicéridos, pero a las 32 semanas de edad existía una disminución de un 70%, llengando a la

normalización de este parámetro. Por otro lado, el colesterol disminuyó ligeramente a las 24

semanas, alcanzando una reducción del 60% (a las 32 semanas de edad) respecto el grupo control

(RZO).
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Ambos tratamientos reducen eficazmente la dislipemia y aunque la atorvastatina parece disminuir

inicialmente de manera más eficaz los triglicéridos, el quinapril es el tratamiento que finalmente

normaliza la dislipemia en estos animales. Este hecho se podría atribuir a que la RZO presenta en

las primeras semanas únicamente hiperlipidemia, hecho que explica que la atorvastatina sea el

tratamiento más eficaz a las 24 semanas. Sin embargo, cuando se desarrolla proteinuria en la rata,

los niveles de dislipemia no corresponden únicamente a un desorden primario sino que éstos se

producen como un efecto aditivo secundario a la proteinuria. Es en este estadio cuando la

proteinuria adquiere un papel relevante en la progresión de la lesión renal y es ahora ( en presencia

de proteinuria) cuando es más interesante la utilización de un IECA. En nuestro caso el quinapril

disminuyó la hiperlipidemia como consecuencia de la normalización de la proteinuria severa,

además de otros factores como la disminución de la presión arterial y conservando el estado de la

barrera de filtración226.

Se observó que las ratas que tenían un colesterol más elevado presentaban proteinuira y lesiones

glomeruales, mientras que cuando se disminuía la dislipemia se asociaba a una disminución de la

proteinuria y de las lesiones glomeruales. En concreto, las RZO con 16 semanas de edad ya

presentaban un pequeño número de glomérulos con lesiones focales. Este porcentaje incrementó de

manera exponencial con la edad, llegando a tener a las 32 semanas un 10% de glomérulos afectos.

A diferencia de éstas, las RZL no presentaron lesiones glomerulares en ningún momento. Así

mismo ambos tratamientos disminuyeron el número de lesiones en un 70.3% (24 semanas de edad).

En cambio, a las 32 semanas de edad la atorvastatina disminuía el número de lesiones en un 59%,

mientras que el quinapril llegaba a normalizarlas por completo alcanzando valores similares a los

de las RZL.

La proteinuria experimentó un patrón muy similar al reflejado por las lesiones glomerulares.

Demostró ser un buen indicador del estado de la lesión glomerular. Ésto explica que las RZO

empiecen a tener proteinuria a las 24 semanas de edad, cuando estas mismas ratas exhibían lesiones

glomerulares ya con 16 semanas de edad. En lo que respecta a los tratamientos, el quinapril previno

la aparición de protenuria tanto a las 16 como 24 semanas de edad. Igualmente, la atorvastatina

consiguió disminuir la proteinuria aunque en menor grado.

El análisis de regresión lineal múltiple nos permitió esclarecer los principales factores que podían

determinar las lesiones glomerulares en nuestro modelo experimental. Reveló algunos de los

posibles mecanismos de acción de los tratamientos utilizados. Así, se vió que las lesiones

glomerulares estan asociadas principalmente al colesterol. Además, puso de manifiesto que la

atorvastatina diminuía las lesiones glomerulares a través de un efecto directo sobre la inhibición del

enzima que regula la síntesis del colesterol (corroborado por Keane y col227) y por tanto
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disminuyendo el colesterol y a través de un posible efecto pleyotrópico independiente de la

disminución del colesterol, como podría ser la reducción en la proliferación de las células

mesangiales previamente estudiada por nuestro grupo228. Cabría destacar otros efectos posibles

como la menor producción de moléculas implicadas en la fibrogénesis229, la reducción de especies

reactivas de oxígeno230, la disminución de la síntesis de ADN 231,232, el incremento de la

apoptosis233 y la disminución de la migración de monocitos y macrófagos con la consecuente

liberación de citocinas y factores de crecimiento que inducen al daño renal234. En cambio, el

tratamiento con quinapril podría prevenir las lesiones glomerulares a través de la normalización de

la proteinuria y secundariamente de la dislipemia. Remuzzi y col235 ofrecieron una posible

explicación del mecanismo de acción de los IECAs, los cuales propusieron que este tipo de

fármacos reducian la presión de los capilares intraglomerulares confiriendo así renoprotección.

Una vez conocido el perfil lipídico y su relación con la glomerulosclerosis se procedió a valorar el

grado de hipertrofia en los glomérulos de las ratas de nuestro modelo experimental. En esta linea,

Holy EW y col236 desmostraron en una comunidad con obesidad, hipertensión y diabetes mellitus II

que exitía una correlación entre el desarrollo de la esclerosis focal y segmentaria y el grado de

hipertrofia glomerular. Así mismo, se ha observado que cuando acontece un insulto renal que

provoca la disminución del tejido renal funcional se produce una hipertrofia del glomérulo, siendo

la magnitud de estos cambios superior cuanto mayor es el insulto. Por ello, creímos que la

valoración del grado de hipertrofia de las ratas de este estudio experimental realizada a través del

análisis de la área glomerular podría darlos una idea más precisa del estadio evolutivo de la

progresión de la lesión glomerular.

Los grupos controles, RZO sin tratar y RZL, mostraron diferencias estadísticamente significativas a

partir del cuarto mes de vida, observándose que las RZO sin tratar presentaban una área mucho

mayor que los controles, RZL. Este hecho se ha corroborado en algunos estudios en los que se ha

observado que ratas que habian sufrido un insulto renal (p.e. nefrectomia unilateral, diabetes

mellitus o glomérulonefritis) presentaban un mayor desarrollo de hipertrofia y

glomerulosclerosis237. También es interesante remarcar que la área glomerular de las RZO no

mostró diferencias significativas entre las 24 y 32 semanas de edad, hecho que comentaremos más

adelante. El tratamiento con atorvastatina disminuyó la área glomerular alcanzando diferencias

significativas respecto a las RZO no tratadas en el cuarto mes de vida. Esta diferencia se podría

deber a que la atorvastatina disminuye el contenido de lípidos de una manera muy eficaz a las 24

semanas de edad  y por lo tanto la hipertrofia. En nuestro conocimiento este mecanismo no ha sido

descrito previamente por ningún otro autor en la  literatura. Los glomérulos de las ratas tratadas con

quinapril mostraron unas áreas similares a las ratas control, RZL, a las 24 y 32 semanas de edad,

poniéndose de manifiesto la acción normalizadora de los IECAs. Estos resultados coinciden con



DISCUSIÓN

147

trabajos anteriores de nuestro grupo que ponían de manifiesto el papel hipertrófico de la AII en

cultivos de células mesangiales201 y por Brunskill y col237, los cuales afirman que los IECAs tienen

un efecto reductor en la hipertrofia en la glomerulosclerosis.

Uno de los eventos cruciales en el desarrollo de la FSGS es la retracción progresiva y el

desprendimiento de los podocitos de la MBG. Las células parietales de la cápsula de Bowman se

adhieren a la MBG desnuda permitiendo la extensión y adhesión de capilares vecinos

produciéndose hialinosis y microtrombosis de los capilares. Los segmentos del ovillo esclerosados

se hernian dando como consecuencia una filtración al intersticio.

Es conocido que las células podocitarias actúan como soporte de la tensión de la pared de los

capilares. Se ha visto que los filamentos intermedios que forman parte del citoesqueleto de estas

células juegan un papel importante no sólo proveyendo estabilidad mecánica sino también como

señal de traducción de la fuerza mecánica. En particular, los cambios en el citoesqueleto de los

podocitos han sido implicados en la activación de hormonas vasoactivas en la permeabilidad de la

barrera del filtro glomerular.  Estudios realizados in vitro por Endlich y col238 ponen de manifiesto

que el estrés mecánico puede inducir una reorganización importante de los filamentos intermedios,

en concreto del citoesqueleto de actina en los podocitos, formándose unas fibras radiales

conectadas con un centro rico en F-actina (α-tubulina). Por otro lado, aunque los podocitos puedan

considerarse como células epiteliales según la clasificación de Bloom and Fawcett, los filamentos

intermedios de los podocitos no contienen citoqueratinas (filamentos que caracterizan a las células

epiteliales) sino vimentina239. Además, se ha visto que los podocitos de las ratas contienen desmina,

filamento intermedio típico de las células musculares. La intensidad de la misma aumenta con la

edad y con las condiciones de proteinuria240, aunque se ha visto que su distribución es muy

heterogénea entre especies y cepas animales241.

Con todos estos resultados, sería importante determinar qué factores son los que llevan a la lesión

podocitaria. Hasta ahora, no existen evidencias de que el aumento de los niveles de concentración

de glucosa sean directamente tóxicos para el podocito; sin embargo, hay bastantes evidencias de

que los podocitos responden a la hiperglicemia con cambios en su metabolismo celular. Son

relevante los cambios en la expresión de los filamentos intermedios de vimentina hacia desmina;

los cuales son un síntoma más asociado a los crecientes cambios de los podocitos bajo una gran

variedad de circunstancias. La creciente pérdida de proteínas por la barrera de filtración glomerular

característica de la nefropatía diabética incipiente hace pensar rápidamente en su relación con los

podocitos. Estas células son responsables del recambio de la MBG y es aceptado que el aumento de

grosor de la MBG y su composición (pérdida de cargas negativas) son características propias de la

ND. Gaster y col hipotetizaron que el aumento de filtración de macromoléculas en la MBG es el
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principal factor de lesión podocitaria así como para la progresión de la lesión. Como parte de su

función, los productos endocitan una gran variedad de macromoléculas para degradarlos en sus

lisosomas. Se cree que los podocitos tienen una función limitada. Así en diversos estudios se han

observado podocitos repletos de gotas y otros elementos lisosomales (incluidas gotas lipídicas).

Esta sobrecarga de degradación lisosomal expone a los podocitos a un peligro de liberación de las

enzimas lisosomales en el citoplasma, llevando a un daño severo y finalmente a la muerte celular.

Así, se produce un círculo vicioso que hace que se de un incremento de la filtración de proteinas y

un mayor lesión podocitaria. Recientes estudios en los que se utilizan IECAs apoyan esta teoría

como posible mecanismo actuación de estos fármacos en su reducción de la proteinuria y

progresión de la enfermedad.

Uno de los objetivos del presente estudio fue el estudio de la lesión podocitaria y/o alteración de la

membrana basal glomerular como indicador del estado de la barrera de filtración glomerular y

mecanismo mediante el cual se desarrolla la lesión glomerular en la RZO. Además, intentamos

elucidar si la expresión del filamento intermedio desmina era un buen marcador de lesión

podocitaria en nuestro modelo experimental. Encontramos que las RZL no mostraron positividad

para este marcador en ninguna semana de vida. Por otro lado, las RZO presentaron positividad

podocitaria para la desmina a las 18 semanas de edad, aumentando significativamente a las 24

semanas y disminuyendo a las 32 semanas. La diferencia de expresión entre las  RZL y las RZO

(controles de ausencia y presencia de la enfermedad) apunta a la desmina como un buen marcador

de la lesión podocitaria del presente modelo experimental, sugiriendo además que la lesión

podocitaria podría ser uno de los principales responsables de la lesión glomerular en la RZO. Estos

resultados están en la línea de los trabajos de Floege y col 242 que observaron en ratas Milan

encontraban correlación entre el grado de hipertrofia y la expresión glomerular de novo de la

desmina y por lo tanto con el grado de progresión de la nefropatía.

Si tenemos en cuenta que los podocitos son el único tipo de célula glomerular cuyo cuerpo celular

no se encuentra unido al capilar sino que se haya libre en el espacio de Bowman podemos pensar

que esta es una estructura vulnerable a cualquier cambio o agresión que pueda suceder. Si además

consideramos que son responsables del mantenimiento de la estructura glomerular, podríamos

hipotetizar que la presencia de lesiones en los podocitos de la RZO provoca el establecimiento de la

proteinuria. Esta hipótesis estaría avalada por los estudios de regresión lineal múltiple realizados en

el presente trabajo que apuntan a la proteinuria como variable independiente de la desmina

(marcador de lesión podocitaria).

Algo también sorprendente es la diminución de la tinción inmunohistoquímica para la desmina de

la semana 32 repecto la semana 24. Esta disminución pordría ser debida a la pérdida de podocitos
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durante la progresión de la lesión glomerular243. También, Meyer y col 244en un estudio con Indios

Pima con DMNID en el cual afirmaba que el número de podocitos predecía la excreción de

albúmina urinaria a largo plazo. De todas formas, cabe pesar que si el presente estudio hubiese

contenido un grupo de animales de mayor edad, el grado de tinción histológica para la desmina

hubiera incrementado, tal y como se muestra en el estudio de Floege y col 242. Aunque no se valoró

morfológicamente, es interesante constatar que las ratas Zucker obese de 32 semanas de edad

mostraron también positividad intersticial para este marcador, pudiendo indicar transformación de

los miofibroblastos245.

El tratamiento con quinapril no mostró positividad para la desmina en ninguno de los meses de vida

de las ratas tratadas con este fármaco. La negatividad de la tinción de este marcador coincide con el

hecho de que este grupo presenta niveles normalizados de proteinuria y lípidos. Si a esto le

añadimos el análisis de regresión lineal múltiple que propone a la proteinuria como variable

independiente de la desmina, cabría la especulación de que los inhibidores del enzima de

conversión de la angiotensina protegen al podocito confiriéndole una normalización de su función

y por tanto de la proteinuria. En esta línea, Henger y col246 propuesion una posible explicación en la

que demostraron que la angiotensina II despolarizaba a los podocitos de una manera calcio-

dependiente a través del receptor AT1, apuntando que la angiotensina II podría influir en la función

podocitaria en el glomérulo intacto. Además, la angiotensina II disminuye el coeficiente de

ultrafiltración con un aumento de la filtración de macromoléculas. El tratamiento con atorvastatina

disminuyó la positividad de la desmina, aunque no llegó a los niveles de normalización alcanzados

por los grupos tratados con quinapril o por las ratas control, RZL. La disminución del grado de

tinción con este marcador podría estar en relación con el grado de reducción de la dislipemia del

animal.

Para poder comprobar el estado de la MBG, la ultraestructura glomerular y su relación con la

desmina realizamos cortes ultrafinos que analizamos en el microscopio electrónico. En este estudio,

las secciones renales de las RZO pusieron de manifiesto una fusión de pedicelos podocitarios, unos

pliegues de la MBG y una acumulación de filamentos intermedios a nivel podocitario. Por el

contrario, las RZL presentaron una estructura glomerular normal. Estos resultados están de acuerdo

con las descripciones existentes en la bibliografía que afirman que la adhesión de los podocitos en

la membrana basal glomerular está críticamente correlacionado con el correcto estado del filtro de

la pared del capilar glomerular. En otras palabras, la proteinuria está invariablemente asociada al

alisamiento de los pedicelos y el subsiguiente desprendimiento de los podocitos, siendo uno de los

hechos patológicos más destacables de la nefrosis de cambios mínimos y de la glomerulosclerosis

focal y segmentaria.247.
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Con todas las observaciones bioquímicas e histológicas realizadas hasta el momento, podríamos

afirmar que el modelo experimental de la RZO exhibió proteinuria y glomerulosclerosis, hechos

causados por la lesión podocitaria manifestado principalmente por la fusión podocitaria que alteró

el filtro y consecuentemente la permeabilidad glomerular. También, mediante cortes ultrafinos

observados en el microscopio electrónico se demostró la existencia de un acumulo de filamentos

intermedios al nivel podocitario que puso de manifiesto la alteración del citoesqueleto como

respuesta al estrés procedente de posibles descargas mecánicas provenientes del flujo, de la presión

del capilar y de la dislipemia entre otros factores.

Dentro del estudio de los mecanismos implicados en la progresión de la lesión glomerular

analizamos el papel de algunas citocinas glomerulares candidatas en el desarrollo de la ND. En

concreto estudiamos el TGF-β1 y el PDGF-B. El TGF-β1 es un factor potente fibrogénico que

activa la síntesis de proteínas de matriz extracelular, disminuye la degradación de la misma y

aumenta los receptores de matriz. Esta proliferación de la matriz extracelular acompaña

generalmente a una proliferación de las células mesangiales en la que está implicada

principalmente la citocina PDGF-B. En el presente estudio experimental se evaluó el grado de

expresión de ARN total del TGF-β1 glomerular mediante PCR-competitiva e inmunolocalización in

situ, sin hallar diferencias significativas en la expresión de esta citocina entre los grupos controles

ni en los tratados. Aunque sin llegar a alcanzar diferencias significativas, tanto en la PCR-

competitiva como en la inmunolocalización in situ se encontró que la mayor expresión del TGF-β1

se encontraba en las RZL y tratamiento con quinapril (32 semanas de edad). Igualmente no se

observaron cambios en la expresión proteica del TGF-β1 en ninguno de los grupos estudiados.

Reeves WB y col248 demuestran que tanto en humanos como en modelos animales diabéticos, la

expresión ARN mensajero y la proteína TGF-β1 están aumentadas significativamente tanto en el

glomérulo como en el intersticio. En la DMID (por ejemplo, modelos en lo que se induce la

diabetes con estreptozotozina) se ha demostrado ampliamente que los niveles de glucosa altos

estimulan la producción de esta citocina249. Por otro lado, constatamos en algunos modelos

animales de DMNID como el ratón db/db (modelo de hiperfagia, obesidad, hiperinsulinemia e

hiperglicemia250) la importancia del TGF-β1
251

. Todo ello nos sugiere que la RZO, a pesar de ser un

modelo de DMNID y de tener la glucosa moderadamente alta, no alcanza niveles de hiperglicemia

suficientes, adquiriendo un mayor perfil plurimetabólico en detrimento de uno exclusivamente

hiperglicémico, lo cual podría explicar la ausencia de sobreexpresión de TGF-β1. Además, cabe

considerar que las RZO se encuentran en un estado muy inicial de desarrollo de la nefropatía

(encontramos a lo sumo riñones con un 10% de glomérulos con glomerulosclerosis), pudiendo

expresar, únicamente, niveles basales de esta citocina.
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El patrón de expresión del TGF-β1  muestra una disminución a lo largo del tiempo. Esta dinámica

guarda relación con la área glomerular. Estas dos expresiones parecen indicar que no existe

aumento de la ECM al menos en los estadios estudiados. Por otro lado, parece que la actuación del

TGF-β1 en este modelo tenga una acción reparadora (acción natural de la citocina) más que

inductora de una lesión glomerular, ya que los niveles de esta citocina son mayores en la RZL que

en la RZO (aunque no existen diferencias significativas), y el tratamiento con quinapril

(tratamiento que normaliza las lesiones glomerulares, la proteinuria y la desmina) tiende a igualar

la expresión con las RZL.

Así mismo, no existe ninguna evidencia clara de que la reducción del área glomerular debida al

tratamiento con quinapril o con la atorvastatina en menor medida, responda a una disminución de la

producción de matriz extracelular. La disminución en el área podría deberse a razones

hemodinámicas tal como indica la atenuación de la presión sistémica durante los dos últimos meses

de tratamiento con el quinapril, pero no con la atorvastatina.

En lo que respecta a los niveles glomerulares de PDGF-B encontramos un patrón de expresión

similar al del TGF-β1, lo que podría explicar una interregulación de ambas citocinas252
. En

concreto, los niveles iniciales de esta citocina, a las 18 semanas de edad, no mostraron diferencias

significativas entre ambos grupos control. En contraste, a las 24 y 32 semanas de edad las RZO

disminuyeron considerablemente su expresión respecto a las RZL, alcanzando significación

estadística. En referencia al tratamiento, el grupo tratado con quinapril mostró una diferencia

significativa respecto a los controles. Es interesante remarcar que los niveles de expresión de esta

citocina para las 24 semanas del tratamiento con quinapril fueron similares a las RZO, para

incrementar posteriormente a las 32 semanas llegando a alcanzar niveles próximos a las RZL. Este

hecho podría tener una posible relación con la reducción de lípidos y la disminución de

angiotensina II alcanzados con el quinapril, haciendo que los niveles de citoquinas de este grupo se

igualaran a las del grupo sano (RZL). El tratamiento con la atorvastatina, sin embargo, no presentó

diferencias significativas a lo largo de todo el estudio. Cabe destacar, sin embargo, que los niveles

de esta citocina a las 24 semanas se mantuvieron al nivel de las RZL, descendiendo ligeramente a

las 32 semanas. Pudiéndose pensar, de nuevo, en la normalización de las citoquinas ya que se

vuelven a asemejar a los de las RZL.

En la bibliografía Coimbra y col253 documentaron la ausencia de cualquier cambio de expresión del

PDGF-B en el glomérulo e intersticio de las ratas Goto Kakizaki (modelo de diabetes mellitus II)

similar al nuestro. Igualmente ocurre en el caso de TGF-β1 que no altera los niveles de expresión en

el glomérulo, llegando incluso a disminuir en el intersticio. Así mismo, se observa la ausencia de

incremento en la expresión de moléculas de matriz que podrían estar reguladas por esta citocina
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como la laminina, el colágeno IV o la fibronectina. Todo esto induce a pensar que realmente no se

produce un aumento de matriz extracelular claro, al menos en los primeros meses de desarrollo de

la glomerulosclerosis o que el crecimiento es tan pequeño que no se detecta con estudios puntuales

de citocinas.

También, se procedió a estudiar el grado de proliferación en el riñón con el objetivo de conocer

mejor la lesión de la RZO. Para ello realizamos un estudio inmunohistoquímico mediante el

marcador de proliferación Ki-67, una proteína no histónica nuclear expresada en las células que

están proliferando254. No se encontró expresión de esta proteína en las ratas control, ni tampoco en

ninguno de los grupos estudiados (datos no mostrados). Esto nos sugiere que el tipo de nefropatía

que caracteriza al modelo experimental de la RZO no se acompaña de proliferación celular

significativa, como cabe esperar en la glomerulosclerosis, enfermedad renal no proliferativa.

Entre los diferentes factores implicados en la patogénesis de las lesiones glomerulares, la

acumulación de los monocitos/ macrófagos circulantes dentro del glomérulo ha sido uno de los

factores más descritos, sugiriéndose que la glomerulosclerosis comparte numerosos mecanismos

con la aterosclerosis. Los macrófagos son capaces de liberar potentes mediadores como proteasas,

radicales libres, citocinas o factores de crecimiento que alteran la biología de las células renales. En

concreto, muchos de estos mediadores pueden activar a las células induciéndolas a proliferar y a

producir proteínas de matriz extracelular255,256. Debido a la importancia patogénica de estas células,

nos propusimos abordar el estudio de éstas a varios niveles: (1) estudio del número de macrófagos

infiltrados mediante una tinción inmunohistoquímica del marcador ED1 (antígeno presente en el

citoplasma de los macrófagos), (2) Estudio de algunas moléculas (quimiocinas) implicadas en la

migración de los leucocitos de la circulación periférica hacia los tejidos (glomérulos, vasos y

túbulos), (3) Estudio de la activación de un factor de transcripción implicado en la expresión de

muchas quimiocinas y moléculas de inflamación.

En lo que se refiere al primer objetivo, la tinción de ED1, tal y como muestran los resultados, no se

observó la existencia de infiltrados de macrófagos en los glomérulos ni en las células tubulares

tanto en los grupos control como en los grupos tratados. Estos resultados están en concordancia con

la ausencia de diferencias en la expresión proteica del TGF-β1  (los macrófagos son una de las

principales fuentes productoras de esta citocina) y con la ausencia de proliferación celular indicada

por el marcador Ki-67 (parte de la proliferación observada en el glomérulo se debe a la

proliferación de las células infiltradas). Por otro lado, se observaron células ED1-positivas en los

capilares y en el intersticio de las ratas control, ZO y ZL, siendo un 62 % mayor la infiltración en el

grupo de las RZO no tratadas repecto a las RZL. Esto sugiere que el hecho más característico de

nuestro modelo experimental es el infiltrado de macrófagos en el intersticio y en los capilares  y no
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en el glomérulo. Esto sugiere que el daño tubulointersticial podría ser un componente importante

en la predicción de la lesión renal debido a que se correlaciona muy bien con el declive de la

función renal y su progresión a largo plazo 257.

El tratamiento con quinapril redujo el número de infiltrados en el intersticio y capilares en un

80.9% y un 98.9% respectivamente, mientras que la atorvastatina logró reducirlos en un 100%

tanto en el intersticio y como en los capilares. El hecho de que la atorvastatina fuera más efectiva

que el tratamiento con quinapril podría ser reflejo de alguno de los efectos pleyotrópicos de este

fármaco y de alguna de las diferencias de los mecanismos de acción de ambas drogas.

La migración de los leucocitos de la circulación periférica al espacio intersticial implica una serie

de interacciones entre las moléculas que se expresan en los leucocitos, en la superficie endotelial y

en la matriz extracelular. El estadio inicial implica el rodamiento de los leucocitos a lo largo de la

pared del vaso a través de interacciones específicas entre las selectinas y los ligandos. El siguiente

paso trae asociada la activación de los leucocitos que acaba con la adhesión de la superficie

endotelial a las integrinas. El estadio final ocurre la extravasación de los leucocitos que implica el

paso del leucocito a través del endotelio, diapedesis y migración. Las quimiocinas juegan un papel

muy importante en este proceso. Estas son producidas en el lugar donde se produce el daño o son

liberadas por las plaquetas secuestradas en la superficie endotelial. Aquí actúan como señalización

para determinados tipos de leucocitos que se encuentran en la circulación. Las quimiocinas unidas

a la superficie endotelial causan la activación de los leucocitos (aumentan la regulación de las

integrinas, arrestando y adheriendo los leucocitos de la circulación a la superficie endotelial).

Después, los leucocitos migran a lo largo del gradiente quimiotáctico de quimiocinas hacia la zona

lesionada. Cuando el leucocito llega al punto de máxima concentración, permanece allí

aumentando la concentración de leucocitos en ese lugar. Es en este estadio cuando los leucocitos

pasan a ser una fuente importante de citocinas.

Para el presente estudio experimental se seleccionaron dos quimiocinas pertenecientes a la familia

CXC implicadas en la respuesta inflamatoria: la IL-8 (factor esencial en la filtración de neutrófilos)

y la IP-10 (factor quimiotáctico de las células T y las NK). La tinción de IL-8 fue positiva en el

epitelio de las células tubulares de las RZO sin tratamiento, mostrando diferencias significativas

respecto sus homólogas las RZL y los repectivos tratamientos. Así mismo, la tinción para la IP-10

mostró positividad en el intersticio glomerular de las RZO. Este grupo encontró diferencias

significativas con las RZL y con el grupo tratado con quinapril. De todos estos resultados

podríamos concluir que las RZO presentaron una respuesta inflamatoria al nivel tubulointersticial.

Además, es destacable que el intersticio vuelve a  cobrar importancia, como ya sucedía con el TGF-

β1 y con el ED1. El quinapril disminuyó esta infiltración para la quimiocina IP-10.
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Respecto al tercer objetivo de estudio de la activación del NF-kB, parece que este juega un papel

principal en el control de la expresión de los genes de las quimiocinas. Se ha observado la

presencia de zonas de unión de NF-kB en muchos promotores de genes entre los cuales se

encuentran: La molécula de adhesión vascular (VCAM-1), la molécula de adhesión intracelular

(ICAM-1),  quimocinas como la proteína quimoactante de monocitos (MCP-1), IP-10 y IL-8,

citocinas proinflamatorias como IL-1β, enzimas proinflamatorios como la sintasa de óxido nítrico

inducible (iNOS) y la fosfolipasa A2 (PLA2), etc258. Amparados en esta hipótesis de partida

planteamos como objetivo el estudio de la activación del NF-κB, en un intento de conocer la

implicación de este factor de transcripción en la patogénesis de la glomerulosclerosis.

En el presente estudio experimental se encontró una actividad mayor del NF-kB significativa

repecto las RZL, principalmente en las células tubulares de las RZO sin tratar. Este hecho tiene una

correlación con la expresión que se encuentra para IL-8 la cual también es positiva para las células

tubulares. Esta valoración tiene una explicación en los resultados publicados por Hernández-Presa

y col 259,260 que demostraron que la actividad del NF-κB radicaba en el área ocupada por los

macrófagos y que aumentaba en respuesta a estímulos inflamatorios comúnmente expresados en

lesiones arterioscleróticas.

En conclusión, nuestro estudio pone de manifiesto que la hiperlipidemia inicia la lesión glomerular

en el modelo experimental de la RZO, por lo que su control adquiere relevancia en la terapia de

pacientes con ERP. Sin embargo, son necesarios más estudios para profundizar los mecanismos por

los que las lipoproteinas median la lesión renal entre los que se podría apuntar el abordaje del estrés

oxidativo como principal candidato261. Así, la utilización de modelos animales constituye una

herramienta valiosa para el estudio de estos mecanismos. Conocida la incidencia de la

hiperlipidemia es importante destacar el papel de los hipolipemiantes entre los que se encuentran

las estatinas, grupo de fármacos utilizados en el presente estudio experimental. Estos actúan

inhibiendo el enzima clave de la vía de la síntesis del colesterol así como a través de otras

propiedades pleyotrópicas que favorecen la prevención y desarrollo de la lesión glomerular. En este

estudio también se ha puesto de manifiesto la importancia de la proteinuria como principal factor

de progresión de la lesión renal. Así, tal y como queda reflejado en el este estudio, el manejo de

inhibidores del enzima de conversión de la AII tiene un papel decisivo en la prevención de la

nefropatía. Estos disminuyen la presión sistémica (y posiblemente la presión intraglomerular),

normalizan la proteinuria y la glomerulosclerosis normalizando secundariamente la dislipemia.

Por otro lado, cabe destacar el papel que desempeña la lesión podocitaria en el inicio del desarrollo

de la lesión esclerótica y focal en la RZO (relacionada principalmente con la producción de

proteinuria), la cual se pone de manifiesto con el  marcador de la desmina así como en los estudios
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de microscopía electrónica. En este punto es destacable la actuación del quinapril como posible

normalizador de la célula podocitaria. Con todos estos resultados, sería importante determinar qué

factores son los que llevan a la lesión podocitaria. Por ejemplo, hay estudios en los que se afirma

que los podocitos responden a la hiperglicemia con cambios en su metabolismo celular, siendo

relevantes los cambios en la expresión de los filamentos intermedios de vimentina hacia desmina.

Gaster y col hipotetizaron que el aumento de filtración de macromoléculas de la MBG (proteinuria)

induce un exceso en la endocitosis de macromoléculas por parte de los podocitos que provocaría

una sobrecarga en las células con peligro de derramamiento del contenido lisosomal llevando a una

lesión severo . Así, se podría producir círculo vicioso que daría como resultado un incremento de la

filtración de proteinas y una mayor lesión podocitaria.

También, es destacable la presencia de lesión inflamatroria en el intersticio de las RZO,

posiblemente inducida por la proteinuria262. Las proteinas al pasar por el túbulo renal son capaces

de activar a las células del epitelio tubular induciéndolas a expresar citocinas que atraigan infiltrado

leucocitario y activar el factor de transcripción NF-κB, molécula que amplifica la lesión de manera

decisiva (existen estudios en la literatura que apuntan la inhibibción del NF-κB como posible diana

terapéutica de la ERP).

Es concocido que las lesiones glomerulares que caracterizan a la nefropatía diabética humana

presentan una expansión mesangial caracterizada por un incremento de la división celular

(macrófagos y células mesangiales) y deposición de matriz. En cambio, en coincidencia con otros

autores 263, 264, nosotros encontramos una escasa expansión mesangial en los glomérulos de la RZO.

Por todo esto parece que la lesión glomerular de la RZO responde más una FSGS de origen

plurimetabólico que a una nefropatía diabética, como cabría esperar por sus altos niveles de

insulina.
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6 CONCLUSIONES

OBJETIVO 1

ü El inicio y progresión de las lesiones glomerulares en la RZO se produce a edades muy

tempranas. Éstas se dan en ausencia de hiperglicemia marcada, pero en presencia de

hiperlipidemia e hiperinsulinemia.

ü La proteinuria precede al desarrollo de las lesiones segmentarias en la RZO, mostrando una

correlación estadísticamente significativa con el colesterol, quinapril y la edad.

ü Las lesiones glomerulares se hallan relacionadas principalmente con el colesterol.

OBJETIVO 2

ü Las RZO mostraron un área glomerular significativamente mayor que sus homólogas las RZL,

además ésta aumentaba con la edad.

ü En la RZO se produce fusión de los podocitos que señala la existencia de lesión podocitario

como evento principal de la nefropatía.

ü Las RZO evidenciaron un incremento de la expresión inmunohistoquímica de desmina que

mostraba positividad a nivel podocitario respecto las RZL que no presentaron tinción para la

desmina, sugiriendo que la alteración de los podocitos podría ser la principal causa de

proteinuria.

ü Cortes ultrafinos observados al microscopio electrónico manifiestan una alta densidad de

filamentos intermedios al nivel de las células epiteliales glomerulares, hecho que correlaciona

con la positividad encontrada para la desmina.

ü Los inhibidores del enzima de conversión de la angiotensina previenen el lesión podocitaria,

disminuyen la proteinuria y normalizan el colesterol secundariamente.

OBJETIVO 3

ü Este modelo experimental no se acompaña de incrementos en la expresión de las citocinas en

glomérulo aislado de TGF-β1 y PDGF-B, como ocurre en nefropatías asociadas a la diabetes

mellitus tipo I insulino dependiente. Lo que sugiere que la activación de las citocinas

glomerulares tiene una contribución mayor en el inicio y/o progresión de la lesión en la
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diabetes mellitus tipo I que en la no insulino dependiente o que están relacionadas con los

niveles  de glucemia.

OBJETIVO 4

ü La lesión podocitaria es acompañada de la lesión y activación de las células intersticiales, como

pone de manifiesto la quimioquina IP-10 y el factor de transcripción NF-κB.

ü El tipo de nefropatía que caracteriza al modelo experimental de la RZO es no proliferativa,

como pone de manifiesto la ausencia de positividad del marcador de proliferación celular

inmunohistoquímico Ki-67 en los glomérulos.

ü Los riñones de las RZO con glomerulosclerosis presentaban una infiltración de macrófagos

exclusivamente en el intersticio.

ü La atorvastatina corrige la dislipemia mediante un efecto directo en la inhibición de la enzima

HMG-CoA reductasa que regula la síntesis del colesterol y a través de un efecto pleyotrópico

posiblemente a través de la disminución del NF-κB y ED+1 en el intersticio.

ü Tanto el quinapril como la atorvastatina al reducir la proteinuria disminuyen la lesión

tubulointersticial.

ü En este experimento se realza la importancia del intersticio en la evolución de las nefropatías

de origen metabólico.

 CONCLUSIÓN GENERAL DEL ESTUDIO

ü El colesterol es el factor metabólico más importante relacionado en la producción de la FSGS

de la RZO. El presente estudio propone al daño podocitario como principal causa de

proteinuria siendo característico también la lesión tubulointersticial inicial y finalmente la

glomerulosclerosis.
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