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Resumen En l|la diabetes mellitus (tipo 1 y tipo 2) se presentan
complicaciones cronicas macroangiopaticas y microangiopaticas; que
conducen a la nefropatia diabética, causa mas frecuente de insuficiencia
renal. Esta patologia, tiene como primera manifestacion clinica la
aparicion de microalbuminuria, la cual es, al menos en parte, de origen
tubular. Estudios basicos y clinicos sugieren que la disfuncion tubular
presenta un papel importante en el desarrollo de nefropatia diabética. La
disfuncion tubular, se caracteriza por la alteracién del sistema renina
angiotensina (SRA), la produccién de productos finales de glicosilacion
avanzada (AGE), el desarrollo de inflamacién y el incremento de los
niveles de adiponectina circulante. Ademas, la participacion del SRA en
el dafio tubular, sugiere que farmacos tales como los inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (IECA) y los antagonistas de
receptores AT1 de la angiotensina (ARA II) puedan ejercer un efecto
protector en pacientes con nefropatia diabética.
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Abstract TUBULAR DYSFUNCTION IN PATIENTS WITH DIABETIC
NEPHROPATHY

In diabetes mellitus (type 1 and type 2) chronic macrovascular and
microangiopathic complications can occur; leading to diabetic
nephropathy, the most frequent cause of renal failure. Microalbuminuria
is the first clinical characteristic, which is at least in part, of tubular
origin. Basic and clinical studies suggest that tubular dysfunction has a
significant role in the development of diabetic nephropathy. The tubular
dysfunction is characterized by alteration of renin angiotensin system
(RAS), production of AGE (advanced glycosylation products),



development of inflammation and increase of circulating adiponectin
levels. Furthermore, the involvement of the RAS in tubular damage,
suggests that drugs such as inhibitors of angiotensin converting enzyme
(ACE) inhibitors and AT1 receptor antagonists (angiotensin ARA II) have
a protective effect in patients with diabetic nephropathy.

KEY WORDS: Diabetic nephropathy, Microalbuminuria, Inflammation,
Tubular injury, Angiotensin II.

Introduccion La diabetes mellitus (tipo 1 y tipo 2) es una enferme-

dad cada vez mas prevalente a nivel mundial. Esta patologia se
acompana del desarrollo de complicaciones tanto macro como
microangiopaticas, asociada a alta morbimortalidad. Las microangioptias
incluyen: nefropatia, retinopatia y neuropatia diabética. El dafio que
ocurre en estos tejidos, se debe a que las células que lo constituyen, no
tienen mecanismos de regulacidn adecuados para controlar la
hiperglicemia, con el consecuente aumento de los niveles de glucosa a
nivel intracelular, a diferencia de otros érganos. 1 Es bien conocido que
la nefropatia diabética es la causa individual mas frecuente de
insuficiencia renal terminal, 2 que se presenta en pacientes diabéticos
tipo 1 y 2 y su principal manifestacion es la aparicion de
microalbuminuria, la cual se caracteriza por la excrecion urinaria de
albumina entre 30 y 299 mg/24 h, la cual evoluciona posteriormente a
proteinuria e insuficiencia renal terminal en un largo periodo de tiempo.
1 El adecuado control de la glicemia en esta etapa puede reducir la
proteinuria y como consecuencia es posible mejorar significativamente
la perspectiva para mantener la funcién renal por largo tiempo. 3 Las
tubulopatias agrupan un nimero importante de entidades que tienen en
comun la disfuncién tubular renal, sin afectar el filtrado, y se traducen
generalmente en alteracion de la reabsorcidn o excrecién de electrolitos,
minerales y solutos organicos, que explican la variabilidad clinica de las
tubulopatias. Las anomalias en el transporte tubular se clasifican en
primarias o secundarias y estas ultimas aparecen como consecuencia de
otras alteraciones. Las tubulopatias secundarias son las mas
habituales, presentandose en pacientes de cualquier grupo de edad en
el curso de enfermedades generales o de malformaciones congénitas de
las vias urinarias, o como un sintoma de enfermedades renales
adquiridas. 4 Desde 1983 se ha de- mostrado la presencia de
alteraciones a nivel tubular en la diabetes, por ejemplo; Rasch y
Norgaard (1983) empleando la técnica de la autoradiografia, marcaron
el tejido de la corteza renal de ratas con diabetes inducida por
estreptozotocina (STZ) con 3[H]timidina y comprobaron, utilizando



microscopia de luz, la existencia de hiperplasia de células tubulares y
glomerulares. 5 A su vez, Miltényi y col., (1983) han demostrado la
pro- teinuria tubular en pacientes diabéticos con cetoacidosis
hiperglicémica, que desaparece después de establecer un control
metabdlico adecuado, sugiriendo una posible insuficiencia
tubulointersticial transitoria en casos metabdlicamente descontrolados
de diabetes.6 De igual forma, Ditzel y col., en ese mismo afio
establecieron una relacidon entre la glucosuria presente en pacientes con
diabetes tipo I y las alteraciones en el transporte tubular de sodio, calcio
y fosfato. 7 Posteriormente, Miltényi y col., (1985) investigaron la
funcidén tubular en pacientes con cetoacidosis diabética y diabetes Tipo 1
mal controlada, observando una reduccién significativa en la reabsorcién
tubular de sodio y fosfato (evaluada segun el método de Haycock) en
pacientes con diabetes Tipo 1 mal controlada, asi como un aumento en
la excrecion en orina de enzimas de alto peso molecular relacionadas
con dafo tubular como la - glutamil- transferasa (evaluada segun el
método de Szasz), leucina aminopeptidasa (evaluada segun el método
de Nagel) y N-acetil-D-glucosaminidasa (evaluada segun el método de
Maruhn); en pacientes con cetoacidosis diabética. Estos hallazgos,
sugieren que la disfuncion tubular podria contribuir al desarrollo de
nefropatia diabética. 8 Estudios, como el realizado por Mogensen
(1971), sugieren que la excrecidon excesiva de proteinas que se presenta
entre un 10 al 20% de los pacientes con diabetes Tipo 1, participa en el
dafio tubular observado en la nefropatia diabética, 9 este hallazgo hizo
pensar que la excrecién de proteinas, especialmente la albiumina, se
debia a un incremento de la permeabilidad proteica glomerular. 10 Sin
embargo, la demostracion de la presencia de proteinas de bajo peso
molecular en la orina, socavé esta suposicién, debido a que la excrecién
de las mismas se genera por disfuncidon tubular y no por permeabilidad
proteica glomerular, sugiriendo entonces que la disfuncién tubular
generada en la nefropatia diabética puede danar la reabsorcién tubular
de la albumina favoreciendo su excrecion.11 En el ano 1989 Gibb y
col., estudiaron la eliminacién urinaria de albumina, de la proteina de
unién a retinol y de la N-acetil- -D-glucosaminidasa en pacientes (nifios
y adolescentes, edad promedio 13.3 afios) con diabetes Tipo 1, con la
finalidad de demostrar si los tubulos renales participaban en el
incremento temprano de la excrecion urinaria de albiumina que ocurre
en la diabetes tipo 1. En el estudio se observdé un incremento en la
excrecion de la albumina, de la proteina de unién a retinol y de la N-
acetil-D-glucosaminidasa en los pacientes con diabetes tipo 1, el
incremento de la excrecién de estas Ultimas se asocidé a dafio tubular;
sugiriendo que el incremento temprano en la excrecién urinaria de
albumina en pacientes con diabetes tipo 1, puede ser al menos en parte,
de origen tubular; 12 sin descartar, la posibilidad de que el incremento



en la carga filtrada de albumina y otras proteinas, resultantes de un
aumento en la permeabilidad glomerular o hiperfiltracién, pueda ser
responsable del exceso de la excrecion de proteinas de bajo peso
molecular en la orina, debido a la competencia del gran niamero de
proteinas hiperfiltradas por los sitios de reabsorcién en el tubulo
proximal. Es asi, como Lapsley y col., (1993), al estudiar pacientes
diabéticos tipo 1 y 2, hombres (con edades comprendidas entre 18-85)
y mujeres (con edades comprendidas entre 23-81), sin proteinuria
clinica, detectaron que |la excrecion urinaria de N-acetil-D-
glucosaminidasa (marcador de dafo tubular), determinada por un
procedimiento colorimétrico basado en el método de Yuen, es mayor en
estos pacientes; comprobando la existencia de dafio tubular en ausencia
de evidencia de malfuncionamiento glomerular. 11 Estudios basicos
realizados por Tucker y col., (1993), en ratas con diabetes inducida por
STZ, en los cuales midieron las dimensiones del tubulo proximal renal,
observaron una disminucion en la altura del borde en cepillo del mismo,
que se correlaciona con la reduccién en la capacidad reabsortiva de la
albumina; debido a que esta proteina se reabsorbe en el tubulo proximal
por procesos de endocitosis, donde se requiere la membrana apical para
formar los lisosomas. Por lo tanto, la reduccion de la altura del borde en
cepillo podria indicar una disminucidon de la capacidad endocitica y en
base a esta hipdtesis se postuld que la disfuncion de la reabsorcién
tubular de proteinas contribuye al desarrollo de microalbuminuria y
proteinuria en la diabetes. 13 En resumen, las evidencias
anteriormente expuestas, sugieren la participacion de la disfuncion
tubular en la patogénesis y desarrollo de la nefropatia diabética.

Sistema renina angiotensina (SRA) y dafno tubular en
nefropatia diabética El SRA ha sido implicado en la patogénesis de la
nefropatia diabética, basandose en gran parte en la capacidad de los
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) o en los
antagonistas de los receptores ATl de angiotensina II (Ang II) en
disminuir la proteinuria y retardar la glomeruloesclerosis progresiva. 14

Estudios basicos, como el realizado por Kagami y col., (1994), indican
que el incremento en la sintesis de Ang II, ademas de inducir
hipertensidn sistémica e intraglomerular, aumenta la permeabilidad
capilar glomerular, actua como un factor de crecimiento, y ocasiona
hipertrofia de células mesangiales y tubulares epiteliales. 15 En la
nefropatia diabética se observa un incremento de la actividad de la Ang
IT intrarrenal, siendo el tubulo proximal un area de alta produccion de la
misma 16 y un blanco para la produccion de TGF- (factor de crecimiento
tumoral) e hipertrofia, 17 esto ultimo sugerido por Wolf y col.,(1993)
en su estudio in vitro en células de linea celular de células de tubulo
proximal murinas (MCT), en este estudio se observd que la aplicacién de
un anticuerpo anti TGF atenua el efecto hipertrofico mediado por la



aplicacién exdégena de Ang II al cultivo celular de las células MCT. 17

Con el objetivo de comprobar que la alteracién del SRA a nivel del
tubulo proximal participa en el desarrollo de la nefropatia diabética,
Zimpelmann y col., (2000) evaluaron el efecto de la diabetes temprana
en la expresidén del ARNm de la renina, el angiotensindgeno y la ECA, asi
como los niveles de Ang II y del receptor AT1 en el tubulo proximal de
ratas tratadas con STZ. Para ello, estos investigadores en su disefo
experimental establecieron tres grupos de ratas Sprague-Dawley (todas
macho): 1) control (C), 2) ratas con diabetes inducida por STZ y 3)
ratas con diabetes inducida por estreptozotocina (STZ) con implantes de
insulina (STZ + I); demostrando que las ratas diabéticas por STZ
presentaban tendencia al aumento de los niveles plasmaticos de Ang II
con respecto a los controles, y que las ratas tratadas con STZ + 1
presentaban una reduccion de los niveles de Ang II hasta los valores
controles (Figura 1). 16 De igual forma, en el caso de los niveles
renales de Ang II, hubo un aumento significativo en las ratas tratadas
con STZ en comparacion con las ratas control y las ratas tratadas con
STZ + I. En las ratas tratadas con STZ, se produce un incremento
significativo del ARNm de la renina con respecto a las ratas controles y
las tratadas con insulina (STZ +1), lo cual sugiere que la hiperglicemia
puede estimular directamente la expresidon de renina en el tubulo
proximal y que existe una sobre-expresién selectiva del ARNm de la
renina en el tubulo proximal, en la diabetes temprana ocasionada por
STZ, que puede ser revertida por terapia con insulina. Ademas, estos
investigadores postularon que la sobre-expresion del ARNm de la renina
conduce a un incremento en la sintesis local de Ang II renal y que esta
se asocia con una reduccién en la expresidon del receptor AT1 tubular, lo
gque puede ocasionar un ascenso en la sefializacion intracelular, dando
lugar a la hipertrofia tubulointersticial, caracteristica de la nefropatia
diabética. 16 En consecuencia, se propone que el uso de los an-
tagonistas de los receptores AT1 de la Ang II en nefropatia diabética
podria tener un efecto protector. Para la fecha, se ha demostrado que
los farmacos que bloquean los receptores AT1 de Ang II, generan un
incremento en la sintesis de Ang II en el tubulo proximal y esta Ang II
libre activa los receptores AT2 renales, favoreciendo de esta forma la
disminucidon de la presién sanguinea 18 y la inhibicion de la fibrosis
intersticial renal, 19 efectos deseables en el tratamiento de la nefropatia
diabética. Con el interés de conocer el rol del tubulo proximal en la
microalbuminuria generada en los estados iniciales de la diabetes, Tojo
y col., en el afno 2003, evaluaron el efecto del inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) (quinapril) y el antagonista de
receptores de Ang II (ARAII) (candesartan) en la reabsorcion de
albumina y expresion del receptor de albumina megalina (encargado de
reabsorber por endocitosis en el tubulo proximal las proteinas de bajo



peso molecular, tal como la albumina, que son filtradas a través del
glomérulo), 20 en el tubulo proximal de las ratas con diabetes inducida
por STZ, encontrando que: a) La reabsorcién tubular de albumina es
reducida en el tubulo proximal de ratas diabéticas en comparacién a los
controles, y el tratamiento con quinapril y candesartan restauran la
reabsorcién de albumina en esta area, b) La excrecion urinaria de
albumina se reduce en forma significantiva por el tratamiento con
quinapril (IECA) y candesartan (ARA), c) Los IECA y los ARA, restauran
la expresion de la megalina y por tanto podrian reducir la
microalbuminuria en pacientes con nefropatia diabética, d) La infusién
de Ang II, disminuye la expresion de megalina y la reabsorcion de
albumina en el tubulo proximal. Estos resultados sugieren que la
disminucion en la endocitosis de la albumina en el tubulo proximal,
puede deberse a la reduccidon en la expresién de receptores de albumina
(megalina) en las ratas diabéticas, y que el bloqueo de la sintesis de
Ang II o del receptor AT1, mejora la expresion de la megalina y por
tanto, el empleo de estos agentes podria restaurar la endocitosis en las
ratas diabéticas 21 (Figura 2). Con base en lo anteriormente men-
cionado, podria sugerirse que la disfuncién tubular esta involucrada en
el mecanismo de microalbuminuria en etapas iniciales de la nefropatia
diabética 25 y que los IECA y los ARA podrian presentan un efector
protector renal en pacientes diabéticos con esta patologia. 22

Productos finales de glicosilacion avanzada (AGE) y daifo
tubular en nefropatia diabética Los productos finales de glicosilacion
avanzada (AGE), tales como: albumina glicosilada y carboximetil-lisina
(CML) han sido implicados en la patogénesis de la nefropatia diabética.
23 Gugliucci y Bendayan (1996), demuestran en ratas, empleando la
técnica de inmuno-citoquimica (proteina AOro), que las proteinas con
AGE son reabsorbidas por el tubulo proximal en las ratas, sugiriendo que
la manipulacion renal de AGE es efectuada a través de la captacion por
las células epiteliales tubulares, donde se lleva a cabo su catabolismo.
24 Si bien, en condiciones fisioldgicas, los AGE son captados por el
aparato lisosomal de las células tubulares para ser metabolizados; en la
diabetes este proceso conduce a hipertrofia celular, debido a la
disminucion de la degradacion de proteinas, que se genera por una
actividad proteinasa lisosomal reducida, y wuna concomitante
estimulacién de la sintesis de proteinas. 25 Este efecto de hipertrofia
celular a nivel tubular parece producirse a través de la unidon de los AGE
a sus receptores (RAGE) a nivel de las células endoteliales y las
epiteliales tubulares, en donde se encuentra sobre-expresado en la
nefropatia diabética; tal como es demostrado por Youssef y col., (1999),
quienes al evaluar el rifidn de ratas con diabetes inducida con STZ, en
cuanto a cambios en unidon de AGE, a través de técnicas de
autoradiografia, observaron que la mayoria de los sitios especificos de



union a AGE en el rifidn diabético se encuentran en el tubulo proximal
de la corteza renal, 26 proponiendo entonces que la formacién de AGE
podria jugar un rol central en el desarrollo de disfuncion tubular en
nefropatia diabética. En el afio 2006 Tang y col., estudiaron el efecto
de la albumina glicosilada (AGE) en el fenotipo proinflamatorio de las
células epiteliales del tubulo proximal humanas, en cultivo celular, ellos
evaluaron la expresion tubular, por técnicas de PCR e inmunoensayo, de
moléculas proinflamatorias, tales como: interleucina-6 (IL-6),
interleucina-8 (IL-8), MCP-1(proteina-1 quimioatrayente de monocitos),
ICAM-1(molécula-1 de adhesién) en presencia y ausencia de |la
roziglitazona, un agonista del receptor PPAR(receptores activados por
proliferadores de peroxisomas) 27 (Figura 3). El motivo por el cual
estos investigadores evaluaron el efecto de la roziglitazona, se debe a
que los receptores activados por proliferadores de peroxisomas
(isoformas: , / y ), ademas de regular la adipogénesis, el metabolismo
lipidico, la sensibilidad a la insulina, la inflamacion y la presién
sanguinea; parecen jugar un rol importante en el desarrollo de la
nefropatia en la diabetes tipo 2. 28 Los hallazgos obtenidos por Tang vy
col., (2006) sugieren que los AGE, en este caso la albumina glicosilada,
estimulan la expresion tubular de moléculas de adhesion y citoquinas,
que juntas participan en la transmigracion de células inflamatorias
dentro del espacio intersticial durante la nefropatia diabética. La
estimulacién de la expresién de estas moléculas proinflamatorias, se
debe a la activacién de diferentes vias: MAPK, STAT-1 y factor nuclear
kappa beta (NF-k ); y este fenotipo proinflamatorio, puede ser
parcialmente modificado por la accién de la rosiglitazona, a través de la
inhibicion de Ila STAT-1, independientemente de la actividad
transcripcional del factor NF-k y la sefalizaciéon de la via MAPK. Por lo
tanto, los agonistas de los receptores PPAR- pueden ser importantes
herramientas farmacolégicas para el manejo de la tu- bulopatia
diabética. 27 Otros estudios como el de Morcos y col., (2002)
evaluaron la activacién del NF-k , in vivo e in vitro, en célu- las
epiteliales tubulares al emplear albumina glicosilada y CML, detectando
por medio de inmunohistoquimica fuerte expresiéon del factor de
transcripcion NF-k en las células tubulares renales tratadas con estos
AGE 25 y demostraron que los AGE median la activacién de células
tubulares epiteliales proximales, a través de la activaciéon del factor NF-k
y el incremento de la IL-6. La libera- cién de IL-6 es reducida por el
inhibidor especifico del NF-k , por tanto el aumento en la expresién de
IL-6 es dependiente de la activacion de RAGE, ya que los anti- cuerpos
contra RAGE y la presencia de receptores truncados (RAGEs) reducen la
liberacion de IL-6. En base a la informacién generada por estos
investigadores, se puede especular que el incremento en la activacién
de genes proinflamatorios como el de la IL-6, es dependiente de la



activacién del NF-k , y podria tener un rol importante en el dano
tubular; tomando en cuenta que dicho factor de transcripcion no sélo
controla citoquinas, sino también metaloproteinasas como la MMP9, la
cual esta implicada en el desarrollo de proteinuria en otras patologias, y
por ende involucrada en la destruccién de las células tubulares en el
curso de la nefropatia diabética. 25 Adiponectina y dafio tubular en
nefropatia diabética La adiponectina es una proteina derivada del tejido
adiposo, que presenta propiedades antiinflamatorias y antiaterogénicas,
ademas de un efecto sensibilizador a la insulina. La disminucién del nivel
de adiponectina en plasma ha sido implicada en el desarrollo de
resistencia a la insulina. No obstante, el estudio clinico de Fujita y col.,
(2006), realizado en diabéticos tipo 2; demuestra que los niveles en
suero y orina de adiponectina se elevan en pacientes con nefropatia
diabética manifiesta, aunque no en pacientes con normoalbuminuria o
microalbuminuria. 29 Estos investigadores, evaluaron la relacion entre
adiponectina y dafo tubular en la nefropatia diabética, analizando la
correlacion existente entre los niveles de adiponectina, un marcador de
dafio tubular (NAG: Nacetilglocosaminidasa) y un marcador de
inflamacién (MCP-1: proteina-1 quimioatrayente de monocitos) en
pacientes  diabéticos tipo 2 con normoalbdminuria (NA),
microalbuminuria (MA) y nefropatia diabética (ND). Demostrando que
los pacientes con nefropatia diabética manifiesta, exhibian niveles
elevados de NAG y MCP-1, lo cual evidencia la presencia de dafio tubular
e inflamacion tubulointersticial. Los valores elevados de dichos
marcadores de dafo tubular e inflamacion presentan una correlacién
positiva con los niveles de adiponectina sérica y urinaria, es decir los
niveles de adiponectina en suero se incrementan en proporcién al grado
de dafio tubular e inflamacién tubulointersticial (Figura 4). Estos
resultados sugieren que el dafo tubular renal desencadena el
incremento de los niveles de adiponectina circulante, como una
respuesta compensadora, con la finalidad de prevenir la progresion de la
nefropatia diabética, debido a los efectos antiinflamatorios vy
antiaterogénicos que presenta esta molécula. 29

Conclusiones Hay importante evidencia que sugiere que el dafio

tubular es el mayor rasgo en el desarrollo de disfuncién renal en la
diabetes. Las vias metabdlicas dependientes de la glucosa y las
hormonas vaso- activas pueden afectar directamente las células
tubulares e intersticiales, al conducir a una disfuncién renal por
mecanismos no glomerulares. En consecuencia, se debe considerar las
células tubulares como posibles blancos primarios patoldgicos en
diabetes. 25



Figura 1

NIVELES DE ANG Il EN PLASMA Y RINON DE RATAS

SPRAGUE DAWLEY

Angiotensina I

Los niveles de Ang Il en plasma (niveles expresados en pmol/L, ba-
rra negra) y rifion (niveles expresados en fmol/g, barra a rayas) se
incrementan significativamente en ratas STZ y el tratamiento con
insulina de las ratas STZ (STZ + |) reduce significativamente dicho
incremento. *P < 0,04 vs. STZ + |, *P < 0,02. C: grupo control, ratas
con diabetes inducida por STZ y ratas con diabetes inducida por STZ
con implantes de insulina (STZ +1).*®



Figura 2

INMUNOTINCION DE LAALB(JMINA MARCADA-FITC
REABSORBIDA EN TUBULO PROXIMAL
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Se evalub la endocitosis de la albumina marcada-FITC via la mega-
lina en el tubulo proximal de ratas Sprague-Dawley (A) ratas control,
(B) DM: ratas diabéticas inducidas por STZ, (C) DM+qui: ratas diabé-
ticas tratadas con quinapril y (D) DM+can: ratas diabéticas tratadas
con candesartan (modificado de Tojo y col. 2003).' En las ratas con-
troles (A) se observa la albumina marcada-FITC en el area citoplas-
matica apical del tubulo proximal, en (B) la albiimina marcada-FITC
se localiza debilmente en la membrana apical y esta casi ausente
en el citoplasma de los tubulos proximales de las ratas diabéticas,
mientras que en las ratas diabéticas tratadas con quinapril (C) y can-
desartan (D) por dos semanas, se observa una restauracion de la
reabsorcion de la albimina marcada-FITC en el tibulo proximal de
las ratas diabéticas.




Figura 3

TINCION DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA ICAM-1
EN TEJIDO RENAL HUMANO

(A) tincion representativa de pacientes con nefropatia diabética, mos-
trando tincion intensa para ICAM-1(azul) en tibulo proximal, princi-
palmente en la membrana apical y en capilares peritubulares (fle-
chas), (B) doble tincion de inmunohistoguimica para AGE (marron) y
ICAM-1 (azul), se muestra colocalizacion en los tubulos (flechas).?



Figura 4

NIVELES DE ADIPONECTINA EN SUERO Y ORINA, EN
PACIENTES DIABETICOS TIPO 2
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