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RESUMEN

La diabetes esta asociada a pérdidas urinarias de fosfato. Los objetivos
generales de esta tesis fueron identificar los mecanismos afectados por la insulina 'y
la glucosa en relacion al manejo renal de fosfato en la diabetes experimental y
estudiar la repercusion de las pérdidas urinarias en la homeostasis del fosfato.

Como modelo se utilizé la diabetes inducida por aloxano en la rata. Se
estudiaron: las variables hemodinamicas renales, funcion paratiroidea, efecto de la
hiperglicemia y del déficit de insulina sobre el manejo renal de fosfato. Se analizo la
repercusion de las pérdidas urinarias de fosfato en tejidos representativos.

Nuestros hallazgos indican que en las ratas diabéticas por aloxano:

- La gran cantidad de glucosa excretada en orina compite con el fosfato por
los mecanismos reabsortivos. La hiperfosfaturia coexiste con niveles
variables de insulina y es corregida disminuyendo la sobrecarga de glucosa
al tubulo renal.

« La hiperfosfaturia no puede atribuirse a:

- Alteraciones en la filtracién glomerular. Esta disminuye en las ratas
diabéticas.

- Niveles elevados de la hormona paratiroidea. La extirpacion de la
glandula paratiroidea acentua la hiperfosfaturia.

» Los tejidos blandos y el hueso pierden fosfato en relacién a la severidad de
la diabetes.

* Los niveles plasmaticos de fosfato se mantienen dentro del rango normal
debido a la disminucién en la reabsorcién tubular causada por la gran oferta

de glucosa.



1.INTRODUCCION

1.1. IMPORTANCIA Y ROL DEL FOSFATO

El fésforo' (P) es el sexto elemento mas abundante del cuerpo
humano y es componente de sustancias de gran importancia funcional tanto
desde el punto de vista estructural como metabdlico.

En un organismo adulto forma parte de la fase mineral del hueso
como cristal de hidroxiapatita, Caio(PO4)s(OH).. El resto se encuentra
formando ésteres organicos, anhidridos de acidos dentro de moléculas y
también como ion fosfato libre. Todos estos compuestos estan presentes en
la constitucion de estructuras celulares e intervienen en diversas etapas de
vias metabdlicas. El fosfato es un nutriente esencial y participa en los
procesos de glucolisis y fosforilacion oxidativa, entre otros.

Durante el crecimiento, la concentracion extracelular de fosfato se
mantiene a niveles mayores que durante la vida adulta lo que sugiere que es
esencial para la proliferacion celular y la mineralizacion del esqueleto.
Recientemente, se ha implicado al fosfato inorganico como determinante
esencial del crecimiento y replicacion celular, al ser un factor limitante en la

estimulacién de la sintesis de ADN por agentes mitogénicos (1, 2).

1 El término “fésforo” se refiere al elemento P. El fésforo participa en los procesos
fisioldgicos y bioquimicos del organismo como anidn “fosfato”. El fosfato contenido en
las muestras biologicas se mide y expresa como fosforo elemento total en la muestra.
Sin embargo, se informa como fosfato. Por lo tanto, a lo largo de toda la tesis
utilizaremos la abreviatura P indistintamente para fésforo y fosfato.



Es el principal buffer componente de la orina contribuyendo al
equilibrio acido-base del organismo. Por otra parte, la fosforilacion de
proteinas celulares es uno de los mecanismos mas importantes por el cual

se controlan funciones celulares.

1.1.2. Distribucién del fosfato en el organismo

En muchas especies de mamiferos, aproximadamente el 85 % del
fosfato del organismo esta presente en el mineral 6seo y en los dientes,
principalmente como hidroxiapatita. El resto se distribuye en los tejidos
blandos (14%, principalmente en tejido muscular, piel y tejido hepatico) y en
el liquido extracelular (1%).

Alrededor del 70% del fosfato sanguineo se encuentra en forma
organica, como constituyente de los fosfolipidos. El 30% restante es fosfato
inorganico. Las medidas de laboratorio clinico de fosfato plasmatico se
refieren al P en las fracciones inorganicas. El fosfato inorganico circula unido
a proteinas (15%) o libre (85%). A pH fisioldgico la forma predominante de

fosfato libre circula como HPO,™ (Figura 1.1) (3).

Fdsforo corporal

/o N\

Tejidos blandos Sangre
Hueso
14% % 85%

Inorganico (30%) Organico (70%)



Libre (85%) Unido a proteinas

IS —

NazH P04 H PO4 HP04= P043'
MgHPO, (10%) (50%) (<0.01%)
CaHPO,

(40%)

Figura 1.1. Distribucién del fésforo en el humano (3)

La concentracién plasmatica de fosfato varia segun la especie animal.
Los mayores niveles se encuentran en algunos peces y los menores en el
humano adulto. El nivel plasmatico de fosfato también se modifica en
relacion con la edad y el crecimiento. Asi, en humanos, el rango de P
plasmatico es de 1.4 y 2.7 mmol/l en recién nacidos, 1.3 'y 2.0 mmol/l en los
nifios y 0.7 y 1.4 mmol/l en individuos adultos (4). Por otra parte, la
concentracion plasmatica de P se incrementa desde la mafiana hacia mitad
de la noche, teniendo su menor valor alrededor de las 11:00 AM y su
maximo, aproximadamente a las 3:00 AM. Esto no guarda relacién con la
ingesta de alimentos. (5)

1.2. HOMEOSTASIS DEL FOSFATO

Walter Cannon propuso el término de “homeostasis” para designar el
mecanismo empleado por un organismo para mantener su integridad.
Involucra el mantenimiento de equilibrios relativos respecto de variables
fisiologicas que deben ser mantenidos por separado dentro de estrictos

margenes de tolerancia (6). El término homeostasis es frecuentemente



utilizado por los fisi6logos para denotar una serie de mecanismos que tienen
el efecto de limitar el rango de variaciones de volumen y composicion del
liquido extracelular que puedan ocurrir en el organismo. Ninguno de los
mecanismos involucrados puede entenderse independiente del resto.

La homeostasis del fosfato es inseparable de la del calcio por dos
razones: la concentracion de cada uno en los fluidos del organismo esta
limitada por la concentracion del otro, y ambos son requeridos en
proporciones fijas para la mineralizacion 6sea.

Como otras sustancias inorganicas esenciales, la disponibilidad de P
en general y P plasmatico en particular dependen fundamentalmente del
balance entre la absorcidon intestinal y la excrecion renal por reabsorcion
selectiva en los rifilones (7).

La masa de P contenida en el plasma y el liquido extracelular es de
aproximadamente 15 mmoles en el humano adulto. Esta cantidad representa
menos del 0.1 % del fésforo del organismo. El fosfato extracelular esta en
intercambio con todas las células del organismo. Los valores del plasma
reflejan los valores del compartimiento extracelular.

El fosfato ingresa al compartimiento extracelular a partir del intestino,
tejidos blandos y hueso. Egresa a través de la orina, como resultado de la
diferencia entre la filtracion glomerular y la reabsorcién tubular, por la
excrecion de fésforo fecal enddgeno, por transferencia a los tejidos blandos

y al hueso durante su mineralizacion (4). El fosfato absorbido por el intestino



es eliminado por el rifidn, incorporado a las células o depositado en el
mineral 6seo. La deposicion 6sea da cuenta de un gran porcentaje del P
retenido, principalmente durante el periodo de crecimiento. Sin embargo,
aun en el organismo en crecimiento solo un pequefio porcentaje del P
dietario es retenido. La mayor parte del P absorbido es excretado en la orina.
Asi, la homeostasis del P y la concentracion plasmatica dependen
primariamente del mecanismo renal que regula el transporte tubular de P (8).
El siguiente esquema representa los intercambios de P en un organismo

adulto en situacion de balance.

Ingesta dietaria
(20 mg/kg/dia)

Ingreso Egreso
(3 mg/kg/dia) (3 mg/kg/dia)
Absorcion

(16 mg/kg/dia)

»
v

—

Secrecion
(3 mg/kg/dia)

Heces Reabsorcién
(7 mg/kg/dia) Tubulo proximal (70-80%)
Tubulo distal (5-10%)
Tubulo colector (5-10%)



Orina
(13 mg/kg/dia)

Figura 1.2. Metabolismo del fosfato en humanos (Nordin, (1976)
modificado).

1.2.1. Importancia de la reabsorcién renal de fosfato en la homeostasis

del anion

Entre los mecanismos de transferencia de fosfato, la reabsorcion
tubular parece ser particularmente importante en relacion a establecer, en
forma aguda, los niveles de fosforo plasmatico. En el humano adulto con una
concentracion plasmatica de 1.2 mmol/l y una velocidad de filtracién
glomerular de 120 ml/min, la cantidad diaria de fosfato filtrado sera de 210
mmoles. Si el 20 % de la carga filtrada es excretada en la orina, la masa de
fosfato reabsorbida sera de 168 mmoles/dia. Esta variable es alrededor de
10 veces superior al flujo absortivo intestinal neto, que puede observarse en
individuos adultos con un suministro de fosfato en la dieta de 4 a 30

mg/kg/dia y una absorcién fraccional intestinal de 60-70 %. Lo que es mas



importante aun, este flujo reabsortivo renal puede tener un amplio rango de
variacion de acuerdo al suplemento dietario y la utilizacion de fosfato por el
organismo. En realidad, la reabsorcion fraccional puede extenderse de 0 a
100 % de la carga filtrada. Por lo tanto, debido a tal enorme flexibilidad la
reabsorcion tubular de fosfato juega un rol central en la regulacion de los
niveles plasmaticos (4). Para el ajuste a largo plazo del contenido corporal
de fésforo, la regulacion de la absorcidon intestinal de fosfato también es

importante.

1.2.2. Absorcidn intestinal de fosfato

El fésforo ingresa en la dieta en forma de fosfato inorganico y
organico. Alrededor del 60-70 % del fosfato es absorbido a partir de una
dieta mixta tipica. La leche y sus derivados son la principal fuente de P en la
dieta. La mayor parte del P de la leche es inorganico, mientras que gran
cantidad del P de la carne, vegetales y otras fuentes, esta localizado
intracelularmente y esta formando parte de fosfoproteinas, fosfoazlcares y
fosfolipidos. Aunque ciertos fosfolipidos pueden ser absorbidos sin hidrolisis
previa, la mayor parte del P es absorbido como anion, previa hidrdlisis de los
compuestos mencionados en la luz del intestino (9).

El rol del intestino delgado en la homeostasis del P ha recibido menos
atencion que el del rifion. La absorcion intestinal de P (llevada a cabo

principalmente en duodeno y yeyuno) representa la suma de un componente



saturable mediado por una proteina transportadora y un componente no
saturable dependiente de la concentracion. La regulacion hormonal de la
absorcion intestinal juega solo un rol menor en la homeostasis del P (7).

En condiciones normales, la absorcion pasiva puede satisfacer las
necesidades de P. En sujetos normales, la absorcion neta de P (diferencia
entre P dietario y fecal) es una funcion lineal de la ingesta de P sin tendencia
a la saturacidn. Puede expresarse en cantidades absolutas o como
porcentaje de la ingesta. Para un rango de P dietario de 4 a 30 mg/kg/dia, el

% de absorcion neta es de 60-70 % de lo ingerido (9).

1.3. FUNCION RENAL Y METABOLISMO DE FOSFATO

Ludwig fue el primero en proponer, en 1844, la teoria de la filtracion
glomerular y la reabsorcion tubular selectiva para explicar la formacion de la
orina. De acuerdo con la “teoria moderna” de Cushny formulada en 1917,
algunas sustancias son filtradas pasivamente en los glomérulos renales y
reabsorbidas activamente a través de las paredes de los tabulos junto con el
agua a una velocidad requerida para producir una concentracion “Optima” en
el fluido reabsorbido y, por lo tanto, en el fluido extracelular. De esta manera,
se mantienen en la sangre las concentraciones Optimas de los solutos
importantes. El nivel de concentracion en el fluido reabsorbido deberia

entonces caracterizar la funcion renal con respecto a una dada sustancia.



Con algunas modificaciones, esta teoria aun describe el manejo renal de P

(10).

1.3.1. Transporte renal de fosfato

El glomérulo produce un ultrafiltrado del plasma. A medida que este
ultrafiltrado pasa a través de los tubulos renales, su composicidn es
modificada porque sustancias especificas son sustraidas por reabsorcion y
adicionadas por secrecion tubular. Entonces, existen tres procesos que
determinan la composicion final de la orina: ultrafiltracién, reabsorcion
tubular y secrecion tubular. Con relacién al P, esta dltima no ha sido
claramente demostrada ni en humanos ni en otros mamiferos (7, 11), por lo
tanto, se acepta que la excrecion urinaria de P depende Unicamente de la

filtracion y la reabsorcion.

1.3.1.1. Filtracién glomerular: el P es filtrado libremente por el glomérulo.
Estudios de micropuntura en anfibios y ratas, aunque con algunas
dificultades técnicas, parecen indicar que la concentracion de P en el plasma
y en el filtrado glomerular no difieren entre si. Estudios controlados
disponibles en el humano muestran que el ultrafiltrado tiene
aproximadamente la misma concentracion que el plasma. Esto se cumple

para un amplio rango de concentraciones plasmaticas de P (10).



La carga filtrada de P en el rindn (CFpos) puede entonces ser
calculada como el producto de la concentracion plasmatica de P ([PO4]p) y la

velocidad de filtracion glomerular (GFR):

Cantidad filtrada por unidad de tiempo = CFpos = [ PO4], X G.F.R

1.3.1.2 Reabsorcién tubular: bajo condiciones normales (ingesta de P,

status hormonal) aproximadamente el 80 % de la carga filtrada de P es
reabsorbida.

En el hombre y otros mamiferos, la cantidad de P excretado, es decir,

la concentracién urinaria de P por volumen minuto de orina ( [PO.Ju x Vo?),
siempre es menor que la carga filtrada. La diferencia entre ambos da la
cantidad de P reabsorbido.

La velocidad de reabsorcion neta de fosfato (Tros ) Se define como la
diferencia entre la carga filtrada y la velocidad de excrecion y solo puede ser

medida indirectamente:

Cantidad reabsorbida por unidad de tiempo = Teos = [ POs]Jp X G.F.R. - [POs]Ju X

Vo’

Experimentalmente se demuestra que cuando la carga filtrada de P es
extremadamente baja, la excrecion del ibn es indetectable ya que se
reabsorbe completamente. Aumentando la carga filtrada se eleva la

velocidad de reabsorcidon hasta un maximo, denominado “méaximo tubular de



P” 0 Tmeos. Cualquier incremento posterior en la carga filtrada, debido a un

aumento en la concentracion plasmatica, es completamente excretada (10).

1.3.1.3. Medicién de la reabsorcidn: existen condiciones en que cambia la
reabsorcion de P (por e]. cambios en la ingesta, diversas patologias, etc.), en
tales casos, es de importancia diagndstica medir cuanto se altera la
reabsorcion de P. Para ello puede medirse directamente el Tmpod/GFR
(concentracion umbral de P) suministrando una infusion de P. Luego, se
grafica la relacion entre la velocidad de excrecion y la concentracion sérica
de P para distintos valores de ésta ultima. Sin embargo, este método
consume mucho tiempo y es poco reproducible porque repetidas infusiones
de P alteran el nivel de P basal. Una aproximacion alternativa usada a
menudo para conocer la reabsorcion tubular de P ha sido realizar algunas
estimaciones empiricas de dicha reabsorcion basadas en las relaciones que
existen entre la velocidad de excrecion, concentracion sérica de P y la
velocidad de filtracion glomerular; esto es, relacién entre clearance de P (ClI
P) y clearance de inulina (CI In).

La reabsorcion fraccional de P (TRP) se obtiene facilmente utilizando
medidas de la concentracion de inulina y P en plasma y en orina

recolectadas simultaneamente. El TRP es igual a:

TRP = (CFpo4 - [ PO, ]u X VO’) ) CFpo4 =1- ([ PO, ]u X Vo'l CFp04) ) =TRP=1-CIPICI

In



donde CI P/ Cl In representa la excrecion fraccional de P (EFP) (10).

1.3.1.4. Localizaciéon: la mayor parte del P filtrado es reabsorbido en el
tubulo proximal, con aproximadamente 60 % de la carga filtrada reabsorbida
por la parte contorneada y un 15-20 % en la parte recta del tibulo. Ademas,
una porcion pequeiia pero variable del filtrado es reabsorbida en segmentos
mas distales del nefron (tubulo distal = 5-10 %, tubulos colectores = 5-10 %)
(8). El hecho de que la cantidad de P reabsorbida disminuya desde el
comienzo al final del nefrébn, no permite concluir que los segmentos
proximales sean mas importantes que los terminales en términos de control
homeostéatico de la excrecion de P. Al contrario, puede sugerirse (por
analogia con el control de la excreciéon de sodio) que el ajuste fino en el

manejo tubular de fosfato ocurre en estos segmentos terminales. (11)

1.3.1.5. Mecanismos moleculares del transporte tubular de fosfato: en el

tubulo proximal, la membrana apical de las células tubulares esta provista de
microvellocidades que forman un borde en cepillo a lo largo del lumen
tubular. ElI P ingresa en la membrana del borde en cepillo, se transloca a
través de la célula y egresa por la membrana basolateral. Los niveles de P
intracelular son relativamente altos y el interior celular es electronegativo
(alrededor de —65 mV). Asi, la reabsorcion tubular de P se realiza en contra

de un gradiente electroquimico en la membrana del borde en cepillo. El



anion deja la célula a favor de un gradiente electroquimico en la membrana
basolateral. Se acepta que el P transportado transcelularmente se mezcla
con el “pool” citosdlico de P. El P citosolico interactia con procesos
metabdlicos tales como el metabolismo oxidativo y la glucolisis, los cuales

incorporan P en compuestos organicos, y la gluconeogénesis, la cual libera

P (12).
LUZ
TUBULAR -65mv -65mv SANGRE
3 Na+
3 Na*
/ GLUCONEOGENESIS GLUCOLISIS
<_
+ ADP ATP Na-K
l R ATPasa
+ ADP™P» ATP
\/I' Cadena
respiratoria
FOSFORILACION OXIDATIVA

Figura 1.3. a través del

tabulo proximal. [(12) modificado]



1.3.1.6. Transporte a través de la membrana apical: en el tubulo proximal,

el transporte de P es dependiente del sodio. Es la etapa inicial en la
reabsorcion de P y representa el paso crucial en la homeostasis del mismo.
El transporte se realiza por medio de cotransportadores de P dependientes
de sodio (3Na*/1P) ubicados en la membrana del borde en cepillo del tabulo
proximal (13).

La mayor parte de las situaciones que resultan en un manejo
deteriorado del P renal estan relacionadas con alteraciones en la expresion y
contenido del cotransportadores. Esto se refleja por cambios en la velocidad

maxima de transporte (Vmax) (14).

1.3.2. Factores reguladores del transporte renal de fosfato

La concentracion de P plasmatico es mantenida dentro de un rango
estrecho. Como el rifidn juega un rol principal en la homeostasis del P, no es
sorprendente que existan diferentes factores que regulen el transporte renal
de P. Varios factores hormonales (hormona paratiroidea, insulina, hormona
tiroidea, calcitonina, vitamina D, hormona del crecimiento e IGF-I,
glucocorticoides, péptido natriurético atrial, péptido relacionado a la hormona
paratiroidea, factores de crecimiento tumoral alfa y beta), actividad nerviosa

renal, y liberacion de neurotransmisores tanto como factores no hormonales



(ingesta dietaria de P, ayuno, estado acido-base y diuréticos) alteran la
velocidad de la reabsorcion renal de P (15).

Varios de dichos factores afectan la expresion y distribucion celular
del cotransportador Na/P en el epitelio del tdbulo renal. Cambios en el
transporte tales como los producidos por la hormona paratiroidea y la ingesta
dietaria alterada de P correlacionan con cambios del numero de
transportadores en la membrana apical. Estos datos sugieren que el
transportador Na/P representa el blanco principal para la regulacion

fisiologica de la homeostasis del P (13).

1.3.2.1. Hormona paratiroidea (PTH)
Entre los distintos agentes que pueden influenciar el manejo tubular

renal de P, la PTH sigue siendo la hormona peptidica mejor caracterizada en
términos de sefales intracelulares involucradas y de respuesta celular (15).

La accion fosfatdrica de la PTH ha sido estudiada extensamente y se
debe, principalmente, a la inhibicién de la reabsorcién de P en el tabulo
proximal renal. También inhibe mas del 10 % del transporte de P en el tabulo
distal, el cual puede ser un sitio adicional para la regulacién final (9).

La inhibiciéon inducida por la PTH del cotransportador Na/P en la
membrana apical del borde en cepillo involucra una disminucion en la Vmax
que es probablemente la responsable de la disminucion en la reabsorcion

tubular de P(16). La accion de la PTH radica en promover la remocién



endocitica de los transportadores Na/P de la membrana del borde en cepillo
del tdbulo proximal (14, 15). Este proceso es irreversible (17). La
recuperacion del transportador Na/P después de su remocién es
enteramente dependiente de sintesis de novo de proteinas (17, 18, 19).

La PTH se une a receptores especificos en la membrana basolateral
(4). ElI complejo hormona-receptor activa tanto al sistema adenilato
ciclasa/proteina quinasa A como al fosfolipasa C/proteina quinasa C e
induce los cambios metabdlicos en la célula que en dltima instancia
disminuyen el transporte de P a través de la membrana del borde en cepillo

(15).

1.3.2.2. Insulina
Otra hormona de importancia en el manejo renal de P es la insulina.

Se conoce que la insulina afecta tanto las funciones metabdlicas como las
de transporte de la célula renal tubular proximal. Esta hormona interviene en
la regulacién de los procesos de reabsorcion de P en el tubulo proximal.

En la membrana basolateral del tabulo proximal existen receptores
para insulina (20). Se ha demostrado que la insulina estimula el transporte
de P. El efecto antifosfatirico ha sido documentado tanto en animales (21,
22, 23) como en humanos (24). El efecto de la insulina ha sido demostrado
en ausencia de cambios en las concentraciones plasméaticas de glucosa,

fosfato y PTH o excrecion urinaria de sodio (9). Ademas, se demostro in vitro



gue la insulina actua directamente sobre las células del tubulo proximal. Este
proceso esta mediado por una alteracion en las caracteristicas de transporte
en la membrana del borde en cepillo resultante de un incremento en la
capacidad del cotransporte Na/P (20, 25).

La infusibn de somatostatina disminuye los niveles de insulina
plasmatica produciendo una reduccidén en el transporte de P en el tubulo
contorneado proximal lo que ocasiona una mayor pérdida de P por orina.
Esta fosfaturia es independiente de la natriuresis, hiperglicemia, PTH y
concentracion de P plasmatico, sugiriendo que los niveles basales
enddgenos de insulina tienen importancia en la regulacion de la homeostasis
de P. El incremento en la excrecion de P que sigue a la inhibicion de la
liberacion de insulina enddégena por somatostatina, junto con la reversion del
incremento de P excretado por la administracion de insulina exdégena, miden
el grado de estimulacion crénica del transporte de P por insulina en el tubulo
contorneado proximal de los animales normales (23)

Por otra parte, la administracion de insulina disminuye la
concentracion de P circulante promoviendo el movimiento de P desde el

espacio extracelular al intracelular (26, 27).



1.3.3. Fosfato y glucosa

Desde mucho tiempo atras existen evidencias de una alteracion en el
metabolismo del P relacionados a incrementos en los niveles de glucosa
plasmatica. Pitts y Alexander (28) observaron en perros que un aumento
progresivo en la concentracidon de la glucosa plasmatica resulté en una
disminucién del transporte maximo de P (Tm PO.,) el cual pudo ser revertido
por florizina, un conocido glucdésido inhibidor de la reabsorcion tubular de
glucosa. Estudios subsecuentes realizados en perros confirmaron estas
observaciones. Cohen et al. (29) demostraron que la glucosa compite
ventajosamente por los mecanismos reabsortivos con varios aniones tales
como el fosfato, sulfato y acetoacetato.

Fox et al (30) investigaron el efecto de la infusion de glucosa sobre la
funcién tubular renal en sujetos normales y encontraron que cuando la
concentracion de glucosa plasmatica alcanza los 200 mg/dl, existe un
aumento tanto en la excrecion absoluta como en el clearance de P.

Existen varias formas posibles de interaccion entre el transporte
tubular de P y glucosa, siendo las mas comunmente descriptas la
competencia por la energia disponible para el transporte y la competencia
por sitios de un transportador. Durante la administracion de glucosa seria
requerido un incremento en la provision de energia por el metabolismo

celular para un transporte adicional de glucosa, reduciendo la disponibilidad



de energia para el transporte de P. Ginsburg (31) demostré en perros que
los acidos grasos libres revierten los efectos (disminucién) en el TmPO,
mediados por glucosa y postulé que la energia derivada del metabolismo de
los acidos grasos puede ser un limitante de la velocidad en la reabsorcién de
este anion.

Con respecto a la posibilidad de que dos sustancias de tan disimil
estructura como glucosa y fosfato compitan por sitios de un mismo
transportador, Ginsburg (31) encontré que la inhibicién de la reabsorcion de
P por glucosa no puede ser revertida por el incremento en la concentracion
plasmatica de P lo cual parece argumentar contra una competencia directa

entre P y glucosa por un sitio comun.

1.4. DIABETES
1.4.1. Definicién

La Diabetes Mellitus es una condicion patologica caracterizada por
hiperglicemia y glucosuria y sintomas resultantes de un serio desequilibrio
metabdlico general (32). Es producida por deficiencia de insulina (Diabetes
Mellitus Insulino Dependiente o Tipo I) o resistencia de los tejidos efectores a

la misma (Diabetes Mellitus No Insulino Dependiente o Tipo II) (33).



Experimentalmente, la diabetes puede ser producida por
pancreatectomia total o por administracion parenteral de drogas como la
estreptozotocina o el aloxano (32).

1.5. MODELO EXPERIMENTAL: DIABETES POR ALOXANO

Un gran numero de animales de diferentes lineas y especies han sido
usados como modelos para estudiar la diabetes.

El término “modelo animal de diabetes” es usado frecuentemente
cuando se informan trabajos con animales diabéticos y se extrapola su
significado a la diabetes humana. Un “modelo” no es una reproduccion de la
diabetes humana en un animal, ni representa el rango completo de
aberraciones o complicaciones observadas en la diabetes humana. El
potencial de un modelo animal radica en la oportunidad de explorar variables
especificas (morfolégicas, bioquimicas, inmunolégicas, metabdlicas) o
medidas terapéuticas (drogas, transplantes) no accesibles aun en los
humanos. Las conclusiones deberan estar confinadas a la patogénesis de
un desarreglo en particular o a su correccion, porque la equivalencia total

con la enfermedad es rara (34).

1.5.1. Induccién quimica de la diabetes



Varios agentes quimicos son toxicos selectivos de las células beta del
pancreas; entre ellos los principales son: el aloxano, una pirimidina con
similitud estructural al acido arico (2,4-5,6 tetraoxohexahidropirimidina) y la
estreptozotocina, la cual puede ser considerada como glucosa con una
cadena lateral de nitrosourea con alta reactividad (34).

Como se enfatizé anteriormente, aunque no se puede extrapolar un
modelo animal a la diabetes humana, es comiunmente aceptado que este

modelo de induccidén quimica se asemeja a la diabetes humana tipo I.

1.5.1.1. Aloxano: el aloxano tiene una estructura electronica compleja
y existe en varias formas tautoméricas, es altamente inestable en agua a pH
neutro, y razonablemente estable a pHs menores a 3 (34). Existe evidencia
de que la accién diabetogénica del aloxano es anulada alrededor de 5 a 10
minutos después de la inyeccion intravenosa o intraperitoneal debido a que
el aloxano es inestable a pH fisioldgico (35). Ha sido sugerido que el aloxano
por si mismo no es citotoxico y que serian sus metabolitos los responsables

de la accion citotoxica (34).
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Figura 1.4. Estructura quimica del aloxano

La administracion de aloxano puede realizarse por inyeccion
endovenosa en dosis de 40 a 45 mg/kg (34) o utilizando dosis
intraperitoneales entre 50 y 200 mg/kg (36). En ratas normales el valor de
glucosa plasmaética, con acceso al agua y alimento, es de 90-160 mg/dl.
Con una dosis intraperitoneal de 200 mg/kg, a las 48 hs. los niveles de
glucosa son de 150 a 900 mg/dl (37). La severidad de la diabetes producida
por el aloxano inyectado por via endovenosa es la misma que la de la
inyeccion intraperitoneal (36). Esto produce dafio funcional irreversible en las
células beta pancreaticas en minutos y cambios estructurales en horas en la
mayoria de roedores, perros, gatos, conejos, monos, ovejas, peces y pajaros
(34). Para el desarrollo de la diabetes es necesario destruir o inactivar mas
del 95 % de los islotes (36).

La respuesta al aloxano puede ser dividida en tres fases:

hiperglicemia inicial que dura aproximadamente 2 horas, debida



probablemente a glucogenolisis hepatica, seguida por una hipoglicemia
transitoria aproximadamente a las 6 horas, debida a la salida de la insulina
desde las células dafiadas, y por ultimo hiperglicemia permanente que
comienza a las 12 horas (34).

El porcentaje de ratas diabéticas obtenidas una semana después de
la administracion de aloxano es variable y depende de la sensibilidad de la
camada de ratas (38). Los animales que sobreviven los 5 dias posteriores a
la inyeccion de aloxano usualmente muestran diabetes con severidad
variable caracterizada por polifagia, marcada pérdida de peso (36, 37),
poliuria y glucosuria, pero sin cetonemia ni cetonuria significativas (37).
Aungue en algunos trabajos se describe cetonemia y cetonuria durante la
primera semana, estos luego desaparecen. La explicacion de este fenbmeno
seria que la repentina carencia de insulina permite la rapida movilizacion y
catabolismo de las grasas acumuladas en el organismo. Cuando los lipidos
enddgenos han sido agotados, la cetosis desaparece (39).

Los cambios metabdlicos en la diabetes inducida por aloxano son
similares a otras condiciones de deficiencia de insulina. Histologicamente, a
nivel de las células beta se observa degeneracion de la membrana celular,
del reticulo endoplasmico y mitocondrias a las 2 horas, seguido por la
desintegracion nuclear y celular (38).

Patogénesis: aunque la actividad diabetogénica del aloxano es

conocida desde hace aproximadamente 50 afios, el mecanismo patogénico



no ha sido aun completamente clarificado, ni ha sido establecido si la accién
primaria de la droga se localiza en la membrana plasmatica o el citosol, o en
ambos sitios (35). Entre los factores a los que se les ha atribuido un rol
prominente puede mencionarse que el aloxano produce formacion de
radicales libres (40), deplecién de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD™)
debido a lesiones en el ADN e inhibicion de la glucoquinasa, o cambios
mitocondriales que incluyen inhibicion de la actividad enzimatica,
disminucién del contenido de glutation reducido, manejo alterado del calcio y

produccion deficiente de ATP (35).

1.6. DIABETES Y FOSFATO

En la diabetes, la reabsorcion de la glucosa en las células tubulares
es varias veces mayor que en el riidn normal. Como se tratd anteriormente,
este exceso en la reabsorcion de glucosa puede interferir con los sistemas
de transporte de distintos iones. Existe evidencia de un aumento en la
eliminacién renal de P en pacientes diabéticos, incluyendo aquellos con
funcién renal normal (41). Levitan (42) refiere que pacientes con diabetes no
controlada pierden grandes cantidades de P por orina y postula que la
hiperglicemia y la glucosuria presentes en la diabetes no controlada podrian
tomar parte en la pérdida de P del organismo. En nifios diabéticos, Ditzel et

al (43) encuentran que la concentracion renal umbral para el fosfato esta



correlacionada negativamente con la velocidad de reabsorcién de glucosa
sugiriendo que la reabsorcion tubular de glucosa incrementada lleva a una
disminucién en la afinidad del P por su transportador tubular. Observaciones
posteriores mostraron el Tmeos/GFR significativamente disminuido e
inversamente correlacionado con el grado de hiperglicemia y con la
reabsorcion tubular de glucosa (44). EI aumento en la excrecion de P, sin
embargo, no lleva a una disminucion en la concentracién de P en el plasma
sanguineo (41).

Cuando la diabetes se trata con insulina, la excrecion urinaria de P
disminuye y esto puede atribuirse a la disminucién de la glucosa urinaria, a
una accion directa de la insulina sobre los tabulos renales o a una supresion
del glucagon o de la PTH (45).

En la diabetes experimental por aloxano no existe mucha informacién
al respecto. En diabetes inducida por estreptozotocina se han observado

incrementos significativos en la excrecion urinaria de P (46, 47).

1.7. DIABETES Y HORMONAS
Han sido descriptos varios desdrdenes enddcrinos asociados a la

diabetes mellitus. La falta de insulina y el consecuente deterioro del control
de la glicemia, pueden llevar a distintas anormalidades enddcrinas, entre
otras, disminucién de la IGF-I (48) a pesar de los incrementos en los niveles
de hormona del crecimiento (49), elevacion de los niveles plasméaticos de

glucagon (49, 50, 51) y otras hormonas pancreaticas tales como gastrina,



secretina y somatostatina (49), disminucion de las hormonas tiroideas (48),
aumentos de catecolaminas circulantes (50, 52) y disminucién del
1,25(0OH).D (53, 54). Varios de estos factores hormonales pueden modificar
la eficiencia de reabsorcion renal de P. Respecto a la PTH, hormona
fosfatarica por excelencia, tanto en la diabetes humana como en la
experimental, se han encontrado niveles circulantes bajos (55, 56, 57, 58),

normales (44, 59) y elevados (47, 60, 61, 62, 63, 64).

1.8. DIABETES Y RINON
La hemodinamia renal estad alterada en la diabetes mellitus tanto

clinica como experimental y esto puede jugar un rol importante en la
patogénesis de la nefropatia diabética.

Desde hace muchos afios, en numerosos estudios ha sido
demostrado que la velocidad de filtracion glomerular (GFR) esta
marcadamente incrementada en la diabetes juvenil temprana en humanos
(65, 66, 67). Se mostré que esta filtracion anormalmente elevada esta
asociada con alteraciones metabdlicas (65) pero el mecanismo que lleva a la
anormalidad no ha sido completamente clarificado. Existen muchos factores
gue han sido sugeridos como mecanismos que contribuyen a estas
alteraciones hemodinamicas renales. Entre ellos el aumento del tamafio

renal (68, 69) y glomerular (70), cambios en el volumen extracelular (71, 72),



altos niveles de glucosa plasmatica, pobre control metabdlico de la
enfermedad (65), anormalidades en los sistemas hormonales que pueden
involucrar una compleja interaccion entre factores vasodilatadores y
vasoconstrictores (73), entre otros, han sido sugeridos como posibles
factores implicados.

Algunos hallazgos sugieren que dentro de los mecanismos que llevan
a este aumento en la GFR no estarian involucradas anormalidades en las
propiedades filtrantes de la membrana glomerular ya que fue demostrado
gue la diabetes temprana no esta asociada con alteraciones en el clearance
de dextrano (65) ni en la excrecion urinaria de albumina (74).

Se ha sugerido (y aun es un tema discutido) un incremento en el
tamafio renal como posible causa del aumento en la GFR (68, 75). El
tamano renal incrementado probablemente refleja un aumento también en el
tamano de los glomérulos (70). Estudios clinicos demostraron que el tamafio
renal aumenta temprano en esta condicion, y que el tamafio incrementado
estad de alguna manera (desconocida) relacionado con el grado de control
metabdlico y puede ser revertido con una terapia insulinica rigurosa (69, 70).

En la diabetes avanzada, a medida que la enfermedad progresa y
aparecen sintomas clinicos de nefropatia diabética, la GFR disminuye (67).
Cuando la hiperglicemia es mas severa (como durante la cetoacidosis
diabética), no ocurre la hiperfiltracion. La caida en la GFR observada en

pacientes diabéticos con cetoacidosis diabética esta usualmente



acompafada de una caida del flujo plasmatico renal (RPF) y deplecion del
volumen extracelular (VEC) (76). Sin embargo, con grados menores de
hiperglicemia el VEC tiende a aumentar, mas que a contraerse,
presumiblemente a causa de que la diuresis osmotica asociada a la
glucosuria es menos pronunciada que en aquellos pacientes con
hiperglicemia severa. Se ha sugerido que estos cambios en el volumen
extracelular explican, al menos en parte, los patrones de hiperfiltracion y
reduccion de la filtracion vista en estos dos grupos de pacientes
diabéticos(72).

En la diabetes experimental, en cambio, los resultados son bastante
contradictorios encontrandose tanto aumento (71, 77, 78) como disminucion
(76, 79, 80, 81) de la filtracion. Estos cambios generalmente se asocian con
el grado de hiperglicemia.

Hostetter et al (76) encuentra que ratas diabéticas con hiperglicemia
severa tienen disminuidos el SNGFR? y GFR respecto a controles a causa
de una disminucion en QA% y lo sefialan como el principal factor responsable.
Estos cambios en la dinamica glomerular en este modelo, ocurren en una
etapa de la diabetes experimental donde las lesiones estructurales aun estan
ausentes.

Por otra parte, se ha sugerido la posibilidad de que uno o mas

sistemas hormonales sean responsables de las variaciones hemodinamicas.

2 SNGFR: velocidad de filtracidn por nefron
Qa: flujo plasmatico glomerular



Entre ellos, la insulina puede jugar un rol ya que se demostré que reduce
agudamente la GFR en diabéticos no controlados y es capaz de unirse a
receptores especificos en el glomérulo aislado (82, 83) y podria producir
efectos por algiin mecanismo independiente de sus efectos sobre la glucosa
sanguinea. El estado diabético también ha sido asociado con alteraciones en
la respuesta vascular a sustancias vasoactivas potentes tales como la
angiotensina |l y catecolaminas, agentes humorales capaces de iniciar
alteraciones profundas en la dindmica microcirculatoria glomerular (84, 85,

86).



2. OBJETIVOS

En estudios preliminares efectuados en nuestro laboratorio se

observo que las ratas diabéticas por aloxano excretaban una mayor cantidad
de fosfato por orina: (controles, n = 18: 11.4 + 2.18 mg/min x100 g de peso,

diabéticas, n = 21: 35.7 £ 3.35 mg/min x100 g de peso, p < 0.001).
Igualmente, estudios realizados en humanos demostraron que la diabetes
mellitus insulino-dependiente esta asociada al aumento en la excrecion
urinaria de fosfato (41, 42). Sin embargo, no esta completamente aclarado
cuales son los mecanismos involucrados en las pérdidas de fosfato y las
implicancias que dichas pérdidas pueden tener sobre el organismo.

Asi, se decidio estudiar las causas que pudieran explicar el aumento
en la excrecion de fosfato.

Por lo tanto, los objetivos generales de esta tesis fueron :

» Identificar los mecanismos hemodinamicos y hormonales afectados
por la insulina y la glucosa en relacion al manejo renal de fosfato en la
diabetes experimental

» Estudiar la repercusion de la diabetes experimental en la homeostasis

del fosfato y en tejidos representativos.



Objetivos particulares:
1) Es conocido que la filtracion glomerular y la reabsorcion tubular son los

principales mecanismos que regulan la excrecion de fosfato. Por
consiguiente, en una primera etapa del estudio centramos nuestra atencién
en como podria influenciar una alteracion en la hemodinamia renal las
pérdidas de fosfato. Muchos investigadores informan que la diabetes cursa
con alteracion en la filtracion glomerular y siendo ésta un determinante de la
excrecion urinaria de fosfato nos propusimos:
- Estudiar las variables hemodindmicas renales (velocidad de filtracion
glomerular y flujo plasmatico renal)
- Analizar los distintos factores que pueden contribuir a alteraciones en
dichas variables hemodinamicas: efecto de la glucosa, tamafio renal,

volumen extracelular y sistema renina-angiotensina.

2) Entre los distintos factores que pueden influenciar el manejo tubular de
fosfato, la hormona paratiroidea es considerada uno de los agentes mas
importantes involucrados en su regulacion. Por lo tanto parecio relevante

- Analizar el estado de la funcion paratiroidea y su participacion en las

modificaciones de la excrecion renal de fosfato en ratas diabéticas.

3) Se ha sugerido la participacion de la insulina en la regulacién del

transporte renal de fosfato como factor antifosfatdrico. Por otra parte, se



conoce que la glucosa y el fosfato compiten a nivel tubular por sus
reabsorciones. Considerando estos hechos resulté importante:

- Estudiar en ratas diabéticas el efecto de la hiperglicemia y el déficit de

insulina, dos caracteristicas fundamentales que distinguen al estado

diabético, como determinantes de la pérdida urinaria de fosfato.

4) En condiciones normales, la deplecion de fosfato es evitada
eficazmente por la capacidad del rifibn de conservar P en respuesta a las
necesidades del organismo. Sin embargo, las ratas diabéticas presentan
incrementos en la eliminacién de P por orina. A pesar de ello, mantienen los
niveles de P plasmético dentro del rango normal. La falta de insulina podria
promover el movimiento de P desde el compartimiento intracelular hacia el
extracelular. Esto traeria como consecuencia inmediata la pérdida de P
desde los tejidos. Por lo tanto, nos propusimos:

- Estudiar la repercusion de las pérdidas de fosfato urinario sobre

diferentes tejidos representativos: hueso, rifidn, higado y masculo.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ANIMALES Y TRATAMIENTOS

3.1.1. Animales
Para la realizacién de estos estudios se utilizaron
ratas macho de la linea IIM/Fm sublinea “m” (87) del

Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Médicas.

3.1.2. Modelo experimental: diabetes inducida por aloxano

Al menos que se indique otra cosa, se utilizaron

animales de 7 semanas de edad con un peso promedio de

170 + 29 g (promedio * error estandar). Todos los
animales fueron alimentados ad libitum con una dieta
balanceada (Cargill, contenido de fosfato: 0.9 %). El
estado diabético se indujo por una uUnica inyeccion de
aloxano (20 mg/100gr de peso corporal, Sigma Chemical
Co.) por via intraperitoneal. E1l aloxano se disolvio en
un buffer de citrato-fosfato (pH = 4) a una concentracion
de 20 g/100ml (38). Las ratas controles recibieron el

mismo buffer de citrato-fosfato.



Alrededor del 50 % de los animales inyectados con
aloxano murieron dentro de la semana siguiente a la
inyeccion (38). Los animales sobrevivientes presentaron
un amplio rango en los niveles sanguineos de glucosa
(200-900 mg%). Las glicemias de los animales tratados se
midieron una vez por semana dentro de los 20-30 dias
posteriores a la administracion del aloxano con sangre
obtenida de la cola recogida en tubos capilares
heparinizados. Se utilizaron las ratas cuyas glicemias
fueron superiores a 300 mg% (ratas no ayunadas) (88). Se
midié el pH sanguineo arterial y la presidn parcial de
CO, (pCO,) a los animales diabéticos, para evaluar su

estado acido-base, con un aparato Radiometer. Se
obtuvieron valores dentro del rango normal: pH = 7.42 %

0.03, pCO,= 38 £ 3.4 mmHg (5.07 + 0.45 kPa). Los animales
permanecieron sin tratamiento durante un mes (a menos que
se indique otra cosa)4 y fueron mantenidos bajo
condiciones de luz y temperatura de acuerdo a las normas
internacionales de cuidado de animales de laboratorio

(895.



3.2. TECNICAS

3.2.1. HEMODINAMIA RENAL

3.2.1.1. Preparacién y cirugia de los animales

Los animales fueron hidratados por via oral (5 ml /
100 g peso corporal) a través de una intubacion
intragastrica con una sonda de polietileno (BS N 35) 10
minutos antes de cada experimento (90). Se anestesiaron
con uretano (120 mg / 100 g peso corporal) por via
intraperitoneal (91). Con el fin de obtener las muestras
de sangre y perfundir los animales, se colocaron
catéteres heparinizados de polietileno (PC 40) en la
arteria y la vena femoral respectivamente. Ademas, en los
experimentos en los cuales fue necesario recolectar
muestras de orina, se realizd una incision suprapubica y
se coloc6 una sonda de polietileno (BS N 35) en la vejiga
(figura 3.1). La perfusion se realizo con una bomba
peristaltica multicanal y durante todo los experimentos,
se utilizo6 una velocidad de perfusion de 0.1 ml/min. En
todos los casos, durante la cirugia los animales fueron
mantenidos sobre una superficie quirudrgica

termostatizada. Un sensor de temperatura fue insertado en



el recto. La temperatura de la superficie de cirugia se
ajusto para mantener la temperatura corporal de los

animales dentro de lo 36-37 °C.




Figura 3.1. Cateterizacion de arteria y vena femorales. Sondaje de vejiga

3.2.1.2. Estudio de la funcién renal: medicién de la

velocidad de filtracién glomerular, flujo plasmatico

renal. Tamafio renal

Animales diabéticos (n=30) y sus respectivos
controles (n=16) se perfundieron con una soluciodn
isotonica compuesta por: inulina 9 mOsm, para-
aminohipurato (PAH) 17.74 mOsm y manitol 275 mOsm a un pH
= 7,4 (solucién I), previa administracién de una dosis
Unica de 18 mg de inulina y 6 mg de PAH . Luego de un

periodo de 45 minutos, necesario para estabilizar 1los



niveles plasmaticos de inulina y PAH, se recolect6 orina
durante dos periodos de 60 minutos cada uno, se midid su
volumen y se extrajeron alicuotas de sangre en la mitad
de cada periodo (a los 30 minutos).

Sobrecarga con glucosa: con el fin de estudiar el

efecto de la sobrecarga de glucosa sobre la GFR y el RPF,
el experimento se extendio durante dos periodos mas. La
sobrecarga de glucosa se realiz6 suministrando un bolo
intraperitoneal de glucosa (2 ml de una solucion de
glucosa 2.8 M) y se reemplazando en la solucidn de
perfusion el manitol por glucosa 275 mOsm (solucién II).
Nuevamente se recolectd orina durante dos periodos de 60
minutos, en la mitad de los cuales se extrajeron muestras
de sangre. Al igual que en los periodos basales se midio
el volumen de orina con el fin de calcular el volumen-
minuto de orina excretada. Al finalizar el experimento
los animales se sacrificaron por exsanguinacidn mediante
puncidén cardiaca (90) y se extrajeron ambos rifiones, de
los cuales se registro el peso humedo. Se centrifugaron
las muestras de sangre para separar el plasma. Alicuotas
del mismo se conservaron a -20°C para medir insulina. En
las muestras de plasma y orina se midieron inulina, p-

aminohipurato y glucosa. Se calcularon los clearences de



inulina (estimadores de la GFR y expresado en ml/min «x
100 g peso corporal) y los clearences de PAH (estimadores

del RPF y expresado en ml/min x 100 g peso corporal).

3.2.1.3. Medicion del volumen de liquido extracelular

VEC
Un grupo de ratas controles y otro de ratas

diabéticas fueron alojados durante 6 dias en jaulas
metabolicas individuales, con el objeto de adaptarlas al
nuevo medio ambiente, en el bioterio de la catedra, con
comida y agua ad-libitum. Durante los ultimos dos
periodos de 24 horas, se registro el consumo de agua y la
diuresis. Se recolecto la orina donde se determino la
excrecion de sodio y glucosa. Luego de las 48 horas, se
estimo el volumen de liquido extracelular utilizando el
Principio de dilucion, método de la inyeccidn unica, para
la medicion de volumenes de distribucion (92). Como
sustancia “test” se utilizo la inulina.

E1l protocolo utilizado fue el siguiente:
posteriormente a la anestesia y cirugia, se administro
una dosis uUnica de inulina (18 mg disuelta en 2 ml de
solucion fisiologica, pH = 7.4) por la vena femoral e

inmediatamente se extrajo una alicuota de sangre por la



arteria femoral. Luego se realizaron extracciones
consecutivas a los 3, 5, 10, 15, 20, 30 y 40 minutos
posteriores a la dosis de inulina. Se midio la
concentracion de inulina en plasma (por duplicado), se
determiné graficamente la concentracion instantanea

y se calculo el VEC, el cual se expreso por 100 g de peso

corporal.

3.2.1.4. Medicion de la actividad del sistema renina-

angiotensina

Siguiendo el mismo protocolo experimental que el
punto 3.2.1.2 dieciocho ratas controles y dieciocho ratas
diabéticas, se les recolectaron muestras de sangre,
usando EDTA como anticoagulante, durante dos periodos de
infusidn de 60 minutos con la solucidén I (periodos
basales) y durante dos periodos de infusidon de 60 minutos
post-sobrecarga de glucosa e infusion con solucion II.
Las muestras se centrifugaron inmediatamente a ser
extraidas en centrifuga refrigerada (HERMLE - Z 323 K) a
4° C y, previo separar una alicuota de plasma para la
determinacion de glucosa, se almacenaron a -20°C para la

posterior medicidén de la actividad de renina plasmatica



(PRA) por radioinmunoanalisis (RIA). La determinacion se
realiz6 siguiendo el protocolo descrito por el fabricante
(Immunotech, Beckman Coulter Company, Czech Republic). En
forma resumida, el principio del método esta basado en la
determinacion de angiotensina I (ANG I), generada in
vitro durante la reaccion enzimatica de renina con su
sustrato (angiotensinogeno) en una muestra de plasma
incubada bajo condiciones controladas (temperatura,
tiempo y pH) y en presencia de inhibidores enzimaticos
gue bloquean la conversion de ANG I a ANG II. Bajo estas
condiciones, la cantidad de ANG I generada es
directamente proporcional a la cantidad de renina activa
en plasma. Los resultados se expresaron como ng de ANG I

generada en 1 ml de muestra por hora [(ng/ml)/hr].

3.2.2. ESTUDIO DE LA FUNCION PARATIROIDEA

Con el fin de estudiar el efecto de la funcion
paratiroidea sobre el metabolismo del P en las ratas
diabéticas, tres semanas después de la administracion de
aloxano, un grupo de ratas diabéticas (n=9) y sus
respectivos controles (n=9) se sometieron a la

extirpacion de la glandula paratiroidea (TPTX, figura



3.2). La cirugia se realiz6 utilizando éter como
anestesia (93). A continuacidén se describe brevemente la
técnica quirdrgica utilizada. Con la rata ubicada en
posicion de decubito dorsal, se realiza una incision en
la piel a la altura de la traquea cortando hacia el borde
de los maxilares. Luego, se divide y separa el musculo
esternomastoideo en la linea media con forceps
guirurgicos curvos dejando de este modo expuestas las
glandulas tiroideas. Una vez ubicadas, cada glandula se
sujeta fuertemente con una pinza y es extraida
cuidadosamente hacia arriba y lateralmente hasta dejarla

libre por medio de una aguja filosa.




Figura 3.2. PARATIROIDECTOMIA: Foto superior: previa a cirugia. Foto inferior: post-cirugia



El nervio laringeo recurrente puede visualizarse a
los costados de la traquea y debe ser evitado
cuidadosamente durante la extraccion. El1 objetivo de la
cirugia es remover intactos cada lo6bulo de la tiroides
sin dafar el nervio. Posteriormente a la extraccidén, 1los
bordes del musculo son juntados sin suturar y la incision
en la piel es suturada (94).

Simultaneamente, un grupo de ratas controles (n=9) vy
diabéticas (n=9) fueron sometidas a una cirugia simulada
sin extirpacion de las glandulas (ratas Sham).

Luego de la cirugia y hasta su recuperacion, los
animales se mantuvieron sobre la superficie quirurgica
termostatizada. Posteriormente a la recuperacion de los
animales, tanto las ratas TPTX como las ratas sham, se
alojaron en jaulas metabdlicas individuales durante 10
dias en el bioterio de la catedra, en ambiente con
temperatura constante de 23-27 °C, con ciclo luminoso
natural, agua y alimento ad libitum. El control del éxito
de la ablacidn se realiz6 por la medicidn de la calcemia
a las 48 horas de la extirpacidén. Se utilizaron las ratas
cuya calcemia fue inferior a los 2 mM. Para los

experimentos de balance, las jaulas se ubicaron sobre



embudos de acero inoxidable con rejillas del mismo
material disefiadas para la recoleccion de heces.

Con el fin de mantener la funcion tiroidea, ya que
las glandulas tiroideas se extirparon junto con las
glandulas paratiroideas, el agua de bebida de las ratas
TPTX se suplementd con L-tiroxina (Glaxo). En base a la
cantidad de agua que los animales consumieron

espontaneamente, se calculd la dosis de L-tiroxina para
gue la ingesta promedio fuese de 1 pg/dia. La cantidad

adicionada fue de 12 pg/l en las ratas controles y 8 ug/1
para las diabéticas. Diariamente, se registro peso,
consumo de agua e ingesta de alimento de cada animal. La
medicidén de la ingesta se realiz6, cada dia, completando
el comedero con alimento hasta un determinado valor
constante y se halldé la diferencia con el peso del
comedero al dia siguiente. Se recolecté orina (sobre
tolueno como preservativo), se midi6 el volumen y se
determiné la cantidad de P en la misma. La materia fecal
de cada animal fue recogida y pesada. Alicuotas de las
muestras de heces y alimento (por triplicado) fueron
incineradas a 500 °C durante 10 horas, las cenizas se

disolvieron en HCL 5 N y posteriormente se determind en



ellas el contenido de P. Los balances de P se calcularon
como diferencia entre la cantidad de P ingerido y de P
excretado. Al final del periodo de experimentaciodn, los
animales se sacrificaron por exsanguinacion mediante
puncidén cardiaca bajo anestesia de éter y se guardo

plasma para medir PTH, P y Ca.

3.2.3. EFECTO DE LA HIPERGLICEMIA Y/0 EL DEFICIT DE

INSULINA SOBRE LA REABSORCION RENAL DE FOSFATO

3.2.3.1. Administracion de insulina a ratas diabéticas

Previo al estudio del efecto de la hiperglicemia y
déficit de insulina, se realizd un experimento a fin de
investigar la dosis de insulina necesaria para normalizar
el estado metabdlico de los animales diabéticos. Después
de la inyeccion de aloxano, se alojaron 4 grupos de
animales diabéticos (n=6 por cada grupo) y un grupo de
animales controles (n=6) en jaulas metabdlicas

individuales a lo largo de un mes. En dias alternados se



administro insulina (bovina Lilly) en forma subcutéanea a
ratas diabéticas. Se suministraron dosis de 1, 2 o 4
UI/100 g de peso corporal. Ademas, se dejo un grupo de
ratas diabéticas sin tratamiento. Semanalmente se midid
la ingesta de comida y se recolectd orina y materia
fecal, donde se determino el contenido de P, para
calcular los balances de P. La ganancia de peso corporal
se calculd como peso final menos peso inicial (promedio

de tres pesadas).

3.2.3.2. Preparacién y cirugia de los animales

Se realizo siguiendo el mismo protocolo que en

3.2.1.1.

3.2.3.3. Reabsorcién tubular de glucosa y fosfato

Los animales se perfundieron con una de las
siguientes soluciones isotonicas durante dos periodos de
30 minutos:

SII-a: inulina 9 mOsm, manitol 275 mOsm y fosfato 3 mOsm

apH=7.4



SII-b: inulina 9 mOsm, glucosa 275 mOsm y fosfato 3 mOsm
a pH =7.4

Se necesitd un periodo inicial de perfusion de 30
minutos hasta que los niveles de P se estabilizaron en el
plasma (2.7 - 3.0 mM).

Se realizaron cinco tratamientos distintos que dieron

lugar a los cinco grupos experimentales:

« C: ratas controles ( n=19) perfundidas con la
solucidn SII-a

« D: ratas diabéticas ( n=29) perfundidas con la
solucidon SII-a

« D + I: ratas diabéticas que recibieron la soluciodn
SII-a con el agregado de 2 UI/ml de insulina ( n=16)

« C + G: ratas controles perfundidas con la solucion
SII-b ( n=22).

« D+ I+ G: ratas diabéticas perfundidas con la
solucion SII-b a la que se le adicion6 2 UI/ml de
insulina ( n=13).

En todos los casos se obtuvieron muestras de
sangre en la mitad del periodo de perfusidon y orina al
final de los mismos donde se determinaron los niveles
de inulina, glucosa y fosfato. Los datos fueron

utilizados para calcular la GFR, estimada por el



clearence de inulina y expresada en ml/min.100g peso

corporal, la reabsorcion tubular de glucosa (TRG) vy

fosfato (TRP) ambos expresados en pumoles/min/100g de
peso corporal, y la excrecidon fraccional de P (EFP)
segun lo descrito en la introduccion (1.3.1.3, pagina
12). También se determinaron los niveles de insulina

en plasma.

3.3. ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FOSFATO DE LOS TEJIDOS

Con el objeto de estudiar la repercusion de la
diabetes experimental en el contenido de fosfato de los
tejidos y su relacion con las pérdidas urinarias del ion,
se midi6é la cantidad de P en tejidos blandos (higado,

musculo y rifidén) y en hueso.

3.3.1. Contenido de fosfato en tejidos blandos

Seis animales controles y seis diabéticos fueron
sacrificados por exsanguinacion mediante punciodn
cardiaca. Se obtuvieron muestras de higado, rifion y
miusculo y se registrd su peso humedo. Se obtuvieron

alicuotas de aproximadamente 0.5 g. Las muestras se



procesaron segun el Método de Kjeldahl (95). Se midio el

contenido de N (como amonio) y P en alicuotas del

digesto. El1 contenido de P tisular se inform6é como pmoles

de P/mg de N.

3.3.2. Analisis del mineral y matriz &seos

Inmediatamente después del destete, un grupo de
ratas fueron inyectadas con aloxano. Dichos animales
fueron alojados en jaulas en el bioterio de la catedra
con agua y alimento ad libitum y no recibieron
tratamiento alguno. Se les controld la glicemia
semanalmente. Al cabo de 17 semanas, se seleccionaron 14
ratas cuyas glicemias promedio fueron superiores a 300 mg
%. Como controles se utilizaron 12 ratas del mismo sexo y
edad. Se aislaron ambos fémures, se desengrasaron con una
mezcla de cloroformo:metanol, 1:1, y se secaron a 110 °C
hasta peso constante. Se incineraron a 500 °C y se obtuvo
el peso de las cenizas. El peso de la matriz Osea se
calculdé como la diferencia entre el peso seco del hueso y

el peso de las cenizas. Las cenizas se retomaron con 10



ml de solucidén HCl1l 4 N y en caliente. Sobre una alicuota

de cenizas se midio el contenido de P y Ca.

3.4. TECNICAS ANALITICAS

a) Determinacidon de glucosa: técnica enzimatica con
colorimetria segun Trinder (96).

b) Determinacion de fosforo: método colorimétrico (97).

c) Determinacidén de calcio: espectrofotometria de
absorcion atomica (AROLAB, MK4).

d) Determinacidén de sodio: fotometria de llama (NAN II;
modelo Crudo Ionometer).

e) Determinacidén de amonio: método colorimétrico (98)

f) Determinacidén de pH y pCO,: aparato Radiometer.

g) Determinacion inulina (99).

h) Determinacion de PAH (100).

i) Determinacidén de insulina: RIA en fase sdlida- COAT-
A-COUNT-Diagnostic Products Corporation. USA (101).

j) Determinacion de PTH: RIA por doble anticuerpo.
Diagnostic Products Corporation. USA (102).

k) Determinacion de angiotensina: RIA, Immunotech,

Beckman Coulter Company, Czech Republic (103).



3.5. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Para el tratamiento de los datos, graficos y
analisis estadisticos, se utilizd el programa Prism Graph

Pad 2.0.

Los resultados se expresaron como la media * error
estandar. Los datos obtenidos se analizaron con técnicas
estandar: test t-Studentes a ............. .. ..., y

analisis de regresion y covariancia (104).



4. RESULTADOS

(12) HEMODINAMIA RENAL

4.1.1. Efecto de la glucosa

El efecto de la hiperglicemia sobre los parametros hemodinamicos renales
se investigd con experimentos de clearence. La velocidad de filtracion
glomerular (GFR) y el flujo plasmatico renal (RPF) fueron estimados por el
clearence de inulina y el clearence de PAH respectivamente. Los datos
expresados en la tabla 4.1, muestran que entre veinte y treinta dias después
de la inyeccion de aloxano, las ratas diabéticas, con glicemias promedio
significativamente mayores que sus respectivos controles, presentaron
valores de GFR y RPF significativamente disminuidos. El limite de confianza
utilizado para agrupar a las ratas como hipofiltrantes fue del 95 % del GFR

de las ratas controles . EI mismo criterio se uso para los datos de RPF.



Tabla 4.1. Efecto de la hiperglicemia sobre 1los
parametros hemodinamicos renales, insulinemia y glicemia
en ratas controles y diabéticas. Los datos representan el

promedio + error estandar. Diferencias significativas: #
p<0.001 ratas diabéticas vs. controles. ** p<0.01, *** p<
0.001 sobrecarga con glucosa respecto a los valores
basales.

Periodo Basal Sobrecarga con glucosa

Controles Diabéticas Controles Diabéticas

n=16 n=30 n=16 n=30
GFR
Cl wml/ min/ 1009 0.97+0.04 0.55+0.07% 0.44+0.05™ 0.26+0.038 ~
RPF
Cl pasml/imin/100g 3.93+0.25 2.11+0.39% 1.55+0.21 ™ 1.09+0.20 ™
Fraccion de
Filtracion 0.25+0.013 0.40+0.032% 0.29+0.027 0.32+0.03
Insulina 48 +4 10+2% 160+18 ™ 1143
pUliml
Glicemia 105+6 442+33" 714+45 ™ 909+95 ™
mg/dl

Se evaluo el efecto de una sobrecarga de glucosa sobre las variables
hemodinamicas renales. Los resultados de la tabla 4.1 muestran que la
sobrecarga con glucosa disminuyé ambos parametros, GFR y RPF, a un

50% del valor basal, tanto en las ratas controles como en las diabéticas. La



secrecion de insulina endogena se triplico en los controles pero no se
modificé en las diabéticas. La fraccion de filtracion fue significativamente
superior en las ratas diabéticas y no fue afectada por la sobrecarga con
glucosa.

Se analizaron los datos basales y post sobrecarga de glucosa de
controles y diabéticas. Tanto la GFR como el RPF mostraron una correlacion
exponencial negativa significativa con respecto a los niveles de glucosa
plasmatica, excepto para las ratas controles en el periodo basal. En las
figuras 4.1 y 4.2 se representan, respectivamente, los valores del logaritmo
de GFR y RPF en funcién de los valores de glicemia para los cuatro grupos

experimentales.
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Figura 4.1. Relacion entre log de GFR y glicemia de los

grupos experimentales
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Figura 4.2. Relacion entre log de RPF y glicemia de los

grupos experimentales.



Ambos parametros hemodinamicos correlacionaron

positivamente entre si segun la siguiente ecuacioén de regresion:

GFR ml/min.100g = 0.1564 + [ ( 0.1897 x 0.0.010) x RPF ml/min.100g ]
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GFR (ml/min/ 100g)
B B
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e
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Figura 4.3. Relacidén entre GFR y RPF en todos los grupos

experimentales (r = 0.88).

4.1.2. Tamaio renal

Frecuentemente se relaciona el tamafio renal y/o el area de filtracién
con las modificaciones en la velocidad de filtracién glomerular. Se estudiaron
12 ratas diabéticas y 8 controles a las cuales se les registré el peso corporal

y el peso humedo del rifidn (promedio de rifiones izquierdo y derecho).

Tabla 4.2. Peso corporal y renal de ratas controles y
diabéticas. Los datos representan el promedio = error
estandar. Diferencias significativas: ** p< 0.01 respecto
a los controles.



Controles Diabéticas

n=8 n=12
Peso corporal 260 + 13 184 + 15**
(gramos)
Peso del rifién 1.30 £ 0.07 1.61 £0.35
(gramos)

En la tabla 4.2 se presentan los valores de peso corporal y peso del
rién en ratas diabéticas. El peso corporal de las ratas diabéticas fue
significativamente menor respecto a las controles. Aunque el peso renal no
fue afectado, se observd una correlacion positiva con los valores de GFR.
No obstante, estos se mantuvieron siempre por debajo de las GFR de los

controles (figura 4.4).
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Figura 4.4. Relacidén entre la GFR y el peso renal para
ratas diabéticas (r = 0.74). El rectangulo indica 1los



limites del 95 % de confianza de ambas variables para las
ratas controles

* Volumen extracelular (VEC)

Dado que una alteracion en el VEC puede condicionar una variacion
en la filtracidbn glomerular, se investigd si existia alguna modificacién en

dicho parametro en las ratas diabéticas.



Tabla 4.3. Datos analiticos del efecto de la diuresis
osmética y pérdidas de Na* sobre el volumen del liquido
extracelular de ratas controles y diabéticas por aloxano.
Datos expresados como promedio * error estandar.
Diferencias significativas: * p < 0.05, ** p < 0.01, ***
p < 0.001.

Controles Diabéticas
n=9 n=9

Volumen extracelular 36+5 22+ 2%
(ml/100 g)
Glicemia 108 + 11 453 + 53 ***
(mgl/dl)
Natremia 140.2 £+ 4.18 126 +4.02 *
(mEgll)
Glucosuria 59.6 £ 5.84 ***
(mmolesl/l)
Natriuria 1.25+ 0.14 3.12 + 0.27 ***
(mmoles/24 hs)
Diuresis 5.85+1.40 104.5 + 9.90 ***
(ml/24 hs) )
Peso 270+ 20 190 + 5 ***
(gramos)

La tabla 4.3 muestra que las ratas diabéticas presentan disminucion

del VEC, aumento en la excrecidon de Na® (que se refleja en sus niveles



plasmaticos) y de glucosa. EI VEC de las ratas diabéticas correlaciono

negativamente con los niveles de glucosa plasmatica (figura 4.5).
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Figura 4.5. Relacién entre el volumen extracelular y los
valores de la glicemia de ratas diabéticas (r = -
0.78), controles y controles con glucosa.

En la figura 4.6. se muestra la reabsorcién tubular de sodio en funcién
de la reabsorcién de glucosa. La eficiencia en la reabsorcion tubular de Na*
en las ratas diabéticas se redujo a la mitad respecto a las controles. Los

animales diabéticos excretaron un promedio de 19 moles de glucosa por

cada mol de Na* (figura 4.7.).



400

[=]
o
1

Na (LEq/min
ug )
1

100+ ® diabeticos

A controles

0 10 20 30 40

Glucosa (pmole s/imin)

Figura 4.6. Relacién entre cantidad de Na y glucosa
reabsorbidos para ratas controles (r = 0.88)

y diabéticas (r = 0.84).
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Figura 4.7. Relacion entre la excrecion urinaria diaria de Na y glucosa (r =

0.92).



4.1.4. Sistema renina angiotensina

Con el fin de determinar si la hiperglicemia afecta al sistema renina
angiotensina (RAS) contribuyendo a explicar las modificaciones
hemodinamicas renales, se midio la actividad de renina plasmatica (PRA) en
ratas controles y diabéticas. Los resultados expresados en la tabla 4.4
muestran en las ratas diabéticas una disminucion significativa de la PRA

respecto de los controles que no se modificé por sobrecarga con glucosa.

Tabla 4.4. Actividad de renina plasmatica. Datos
expresados como promedio * error estandar. Diferencias
significativas: ** p < 0.01 diabéticas respecto a 1los
controles.
CONTROLES DIABETICAS
(n=18) (n=18)
Basal Post-glucosa  Basal Post-
glucosa

Actividad de

renina 864+079 806097 3331044 298048
plasmatica

(ng/ml/hora)




- HORMONA PARATIROIDEA Y FOSFATO

Tabla 4.5. Metabolismo del P y funcidén paratiroidea en
ratas controles y ratas diabéticas ( n. d. por debajo del
limite de deteccion del método, TPTX
tiroparatiroidectomizadas) Datos expresados como promedio

+ error estandar. Diferencias significativas: ***p<0.001,
**p<0.01 y * p< 0.05 respecto a ratas controles intactas,
excepto para calcemia de ratas diabéticas TPTX donde la
diferencia es respecto a las ratas diabéticas intactas.

Ratas controles Ratas diabéticas

Intactas—————— TPTX —Intactas——————————
TPTX

(n=29) (n=29) (n=29) (n
= 9)

PTH (ng/dl) 15.6 + 0.3 n. d. 52.7 + 1.8 *
n. d.
Calcemia (mM) 2.43 +0.04 1.91 + 0.06 ** 241 +0.2

1.83+0.09*
Fosfatemia (mM) 1.92 +0.07 243 +£0.15 1.88 + 0.39
1.73+£0.46

Ingesta de P 70.2+3.8 75.1+20 85.7+5.0

94.7 £10.5
(mgl/dia /100g peso corp)

P fecal 453+ 3.7 50.5 + 23.8 53.7+5.0
548 +14.2

(mgl/dia/100g peso corp)

P urinario 159+1.0 105+20* 287+£36*
415+55

(mgl/dia/100g peso corp)

Balance de P 11.2+ 3.8 14.1+4.3 -0.1+£8.1

0.8+6.3
(mg/dia/100 g peso corp)




Se estudio el efecto de la funcion paratiroidea sobre el metabolismo
del fosfato de las ratas diabéticas. La tabla 4.5 muestra que las ratas
diabéticas intactas tienen la hormona paratiroidea significativamente elevada
con respecto a los controles intactos. Esto podria indicar que dicho aumento
es la causa de la excrecion de P anormalmente elevada que muestran estos
animales. Al extirparse la glandula paratiroidea, en las ratas controles la
relacion en la excrecion urinaria de P entre ratas intactas y TPTX fue de
1:0.66, lo que revela el efecto antifosfatarico de la ablacién. Los animales
diabéticos, en cambio, mostraron una relacion intactas:TPTX de 1:1.44.
Estos datos revelan un efecto paradojal producido por el déficit simultaneo
de insulina y PTH, debido a que las pérdidas urinarias de P aumentaron,
aungue no significativamente, en lugar de producirse una compensacion en

dicha pérdidas a causa del efecto opuesto de ambas hormonas.



4.3. EFECTO DE LA GLUCOSA Y/O EL DEFICIT DE INSULINA SOBRE

LA REABSORCION RENAL DE FOSFATO

4.3.1. Administracion de insulina a ratas diabéticas

En la tabla 4.6 se muestran los resultados de la administracion de
distintas dosis de insulina sobre el estado metabdlico de los animales
diabéticos. Estos resultados revelan que la administracion de una dosis de
insulina de 2 UI/100 g de peso corporal a ratas diabéticas reestablece a los
valores normales la ganancia de peso corporal, ingesta de comida y

balances de fosforo.

Tabla 4.6. Efecto del estado diabético y de 1la
administracién de insulina sobre 1la ganancia de peso
corporal, ingesta de alimento y balance de fésforo (n = 6
animales para cada grupo). Datos expresados como promedio
+ error estandar. Diferencias significativas: *p<0.05,
** p < 0.01 respecto a controles.

Incremento en el Ingesta de Balance de
peso corporal alimento fésforo
(g/mes) (g/dia x 100 g (mg/dia x 100 g
peso) peso)

Controles 115+ 36 83x14 157+ 2.7
Diabéticas 10+75* 15.1+25* -8.7+6.2*
Diabéticas 18+4.0* 12.3+3 1.1+£53*
+ Insulina 1
]|
Diabéticas 104 + 14 10.6 £4.9 11.8+6.0

+ Insulina 2
Ul



Diabéticas 44 + 21 13.2+24 37.5+6.9*
+ Insulina 4
Ul

4.3.2. Reabsorcién tubular de glucosa y fosfato

Se realiz6 la perfusion de ratas con soluciones conteniendo P para
eliminar la influencia de las variaciones de P sobre la reabsorcion tubular de
fosfato y permitir experimentos con una sobrecarga de P controlada. Para
aumentar el rango de carga tubular de glucosa (G) y la insulina plasmatica,
se administré glucosa a ratas controles e insulina o insulina + glucosa a
ratas diabéticas. En la tabla 4.7 se comparan los niveles de insulinemia,

fosfatemia, glicemia y glucosa urinaria para los 5 grupos experimentales.

Tabla 4.7. Niveles de insulinemia, fosfatemia, glicemia y
glucosa urinaria en 1los cinco g¢rupos experimentales.
Datos representados como promedio + error estandar.
Diferencias significativas: ***p < 0.001, D y C + G
respecto a controles; D + I y D + I + G respecto a
diabéticas.

Insulina Fosfatemia Glicemia Glucosa urinaria?
(LUIImI) (mM) (mg%)
Controles 49 + 3 2.4 +£0.06 1224+ 7.2 no
detectada
(n =19)
Diabéticas 12 + 2 *** 2.8 +0.32 439.2 + 37.8 6.0

+ 2.1 pmol/min



(n =27)

Controles + glucosa 167 + 22 ***
+ 1.2 ymol/min
(n=22)

Diabéticas + insulina 719 + 61 ***
+ 1.0 pmol/min
(n = 16)

Diabéticas + insulina 729 + 83 ***
+ 0.9 pmol/min

+ glucosa
(n=8)

2.8 +0.25

2.8 +£0.58

2.0+0.19

482.4 +25.2

207.0 +21.6

5472 +7.2

2.2

1.6

3.8

@ Velocidad de excreciodn

Es de notar que para que las ratas diabéticas normalicen los niveles

de glucosa plasmatica se necesitaron niveles de insulinemia anormalmente

elevados. Esto sugiere una disminucion de la sensibilidad a la accion de la

insulina en las ratas diabéticas.

La insensibilidad de las ratas diabéticas a la insulina se analiza en la

figura 4.8 en la cual observamos la excrecion fraccional de P (EFP) en

funcion de la insulina plasmatica en ratas controles y ratas diabéticas que no

han recibido insulina.
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Figura 4.8. Relacién entre la EFP y 1los niveles de
insulina plasmatica de ratas controles y diabéticas
tratadas con insulina. E1 &area violeta representa el

rango de dichos valores para ratas diabéticas sin
tratamiento.

Como puede observarse, la EFP en los animales controles es muy

constante (0.05 £ 0.01, con una insulinemia de 49 = 3 pUIl/ml). En el grafico,

también se muestra el rango de EFP para las ratas diabéticas que no
recibieron tratamiento: EFP = 0.29-0.60 con un valor de insulinemia de 12 +

2 pUI/ml. Los animales diabéticos perfundidos con solucion de inulina
isoténica + insulina, muestran una relacion inversa entre los valores de EFP
y los niveles de insulina plasmatica. La administracion de insulina exdgena a
ratas diabéticas reduce la EFP de manera lineal y permite predecir

(extrapolando la linea de regresion al promedio de las controles, EFP = 0.05)



gue hay que aumentar aproximadamente 25 veces la cantidad de insulina
para llevar la EFP a valores normales.
La contribucién del déficit de insulina y la hiperglicemia al defecto en

la reabsorcion tubular de P (TRP) se investigd con experimentos de

clearence.
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Figura 4.9. Glucosa reabsorbida vs. Fosfato reabsorbido
en todos los grupos experimentales
La figura 4.9 muestra la competencia entre fosfato y glucosa

reabsorbidos en el tdbulo renal para los 5 grupos experimentales. El

coeficiente de regresion de estas rectas mide los pmoles de fosfato



reabsorbidos respecto a los de glucosa. Para las ratas controles, la relacion
P:G reabsorbidos es de 1:4. Para las diabéticas, en cambio, esta relacion
cambia a 1:20 (la ecuacion de regresion para los controles es
significativamente diferente de los diabéticos, F = 40.1, p < 0.001). Cuando a
las ratas diabéticas se les administré insulina, la relacion se asemejo a la de
las controles ( F = 1.4, p > 0.05) . La administracion de glucosa a las ratas
controles produjo una regresion similar a la de los animales diabéticos ( F =
2.05, p > 0.05). Lo mismo ocurrié cuando se administré insulina + glucosa a
las ratas diabéticas. Este cambio en la relacion de 1:4 a 1:20 es resultado
del aumento en la oferta tubular de glucosa y no de la insulinemia
concurrente, y representa la modificacidon en la competencia entre ambos
sustratos para la reabsorcion tubular. Tres ratas diabéticas, perfundidas con
insulina'y con un rango de glicemia de 220 a 360 mg% tuvieron una relacion

P:G con un rango de 1:7 a 1:10.

Tabla 4.8. Datos analiticos de las regresiones entre las
reabsorciones tubulares de glucosa y fosfato mostrados en
la figura 4.9. Excepto para valores de r, los resultados
fueron expresados como la media + error estandar.

r Pendiente Ordenada al




origen

Controles
n=19

Diabéticas
nh=29

Controles + glucosa
n=22

Diabéticas + insulina
n=16

Diabéticas + glucosa +
insulina
n=13

0.9568

0.7250

0.7016

0.8463

0.9240

0.2675 +0.0197

0.0619 + 0.0113

0.0393 +.0098

0.2035 + 0.0342

0.0465 + 0.0069

-0.0277 £ 0.0782

0.2127 +0.1188

0.2358 + 0.0631

-0.0127 + 0.0849

0.0294 + 0.1095




4.4. ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FOSFATO DE LOS TEJIDOS

4.4.1. Contenido de fosfato en los tejidos blandos

El contenido de P tisular se estudié en muestras de higado, rifidén y
muasculo. Los resultados se expresaron en relacion al contenido de

nitrogeno tisular.

Tabla 4.9 Contenido de fésforo en los tejidos blandos
seleccionados de ratas controles y diabéticas. Datos
expresados como la media +* error estandar. Diferencias

significativas: *p < 0.05, **p < 0.01 respecto de los
controles.

P tisular
(umoligr N)
Controles Diabéticas
n==6 n==6
Higado 4.4+0.2 3.8 +0.07*
Rinon 5.7 £0.001 3.5 +0.70**
Musculo 3.6 +0.19 2.8 +0.23*

Como muestra la tabla 4.9 la diabetes inducida por aloxano produjo una

disminucién significativa del contenido de P en los tres tejidos estudiados.



4.4.2. Andlisis del mineral y matriz §seos

Al cabo de 17 semanas de la induccion de la diabetes, las ratas
presentaron el peso del hueso (fémur) disminuido a la mitad del valor de las
controles y perdieron mineral a expensas del contenido de P. Sin embargo,
porcentualmente, se enriquecieron en matriz.

Tabla 4.10. Analisis de matriz y mineral o6seos de ratas
controles y diabéticas. Los resultados se expresan como

la media + error estandar. Diferencias significativas:

**p < 0.01, ***p < 0.001 respecto de los controles. (C/M:
relacién cenizas/matriz).
Peso Glicemia | Cenizas Matriz CiM Ca P CalP
(mg) (mg%) | (mglg) (mglg) (mglg)  (mglg)
Controles 583 106 670 329 2.04 256 264 0.98
(n=12) +35 5 +6 +6 +0.05 +5 +15 +0.07
Diabéticas | 273 616 617 383 1.61 261 208 1.26
(n=14) + 340 4 1160 | 2310 £ 310 £ 0,028 +2 +3*  +0.008*

Cuando se relacionaron el contenido de P del hueso y los niveles de

glucosa sanguinea, en los animales diabéticos se observo la existencia de

una correlacion negativa entre dichos parametros.
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Figura 4.10. Relacién entre el contenido de P en hueso y
la glicemia de ratas diabéticas (r = -
0.74).



5. DISCUSION

5.1. ESTUDIO DE LA HEMODINAMIA RENAL

Entre los factores que influencian la homeostasis del fosfato, el rifidn
es el érgano mas importante y juega un rol clave en la mineralizacion 6sea y
el crecimiento. Estudios preliminares en nuestro laboratorio, demostraron
gue las ratas diabéticas por aloxano excretan una mayor cantidad de fosfato
por orina y tienen fosfatos plasmaticos dentro del rango normal. Ademas,
estos animales presentan balances negativos de fosfato y, a pesar de su
hiperfagia, tienen pesos asintoticos y coeficientes de eficiencia en el
crecimiento menores que los animales controles (37).

Por lo tanto, como la filtracion glomerular es un determinante principal
en el manejo renal de fosfato al establecer la carga filtrada, resulté esencial
el estudio de la hemodinamia renal como posible explicacion al incremento
en la excrecion urinaria de fosfato, mas aln cuando existen estudios que
indican que la filtracion glomerular se encuentra afectada en la Diabetes

Mellitus humana y experimental.

Nuestros experimentos demuestran que en ratas diabéticas por aloxano,
cuatro semanas posteriores a la induccién de la diabetes, presentan

disminucién de la velocidad de filtracion glomerular y del flujo plasmatico



renal que se agudiza luego de una sobrecarga con glucosa. La carga filtrada
de glucosa determinaria la disminucion en la filtracion glomerular asociada a
pérdidas urinarias de sodio y disminucién del volumen del liquido

extracelular.

5.1.1. Efecto de la glucosa

Muchos investigadores informan que la filtracién
glomerular esta elevada en pacientes con Diabetes
Mellitus Insulino Dependiente (66, 67, 105). En la
diabetes experimental los resultados son
contradictorios. Cuando la diabetes es inducida con
aloxano los animales desarrollan hiperglicemia
severa y disminucion de GFR y RPF (79, 80, 81). Los
resultados obtenidos en esta tesis coinciden con los
de estos autores. La disminucidn es de
aproximadamente un 45 % en ambas variables
respecto de los animales controles. A pesar de las

disminuciones en GFR y RPF, la fraccion de filtracion



se encuentra significativamente aumentada en las
ratas diabéticas, lo que podria interpretarse como un
intento por compensar la hipofiltracion.

En la diabetes inducida con estreptozotocina se
encuentran tanto resultados de hipofiltracién, cuando
la hiperglicemia es severa, como de hiperfiltracion
asociada a hiperglicemias mas moderadas (76).

Los hallazgos de filtracion glomerular
disminuida asociados a altos valores de glicemia
estan en concordancia con observaciones clinicas

que muestran que la GFR tiende a estar reducida en
pacientes con hiperglicemia severa no controlada
(cetoacidosis diabética o coma hiperglicémico no
cetético), mientras que la hiperfiltracidn se encuentra
en pacientes diabéticos cuando la concentracién de

glucosa sanguinea no esta tan elevada (66, 76).



Las causas de las alteraciones hemodinamicas
son multifactoriales. Entre ellas han sido asociadas
modificaciones del tamaio renal (68, 75) y glomerular
(70), cambios en el volumen del liquido extracelular
(71, 72), pobre control metabdlico de la enfermedad
(65, 71, 79), modificaciones en el sistema renina-

angiotensina (84, 85).

Los experimentos con sobrecarga de glucosa fueron disefiados para
investigar si la GFR estaba influenciada por los cambios agudos de glucosa
sanguinea.

Los dos grupos de ratas, controles y diabéticas, responden a la
sobrecarga con glucosa y al consecuente aumento en los niveles de glucosa
sanguinea, con una disminucion de aproximadamente un 50 % en la GFR.
La GFR mostr6 una correlacién exponencial negativa significativa con los
niveles de glucosa sanguinea en todos los grupos excepto para las ratas
controles en el periodo basal (figura 4.1). Esto ultimo refleja el alto grado de
conservacion de la homeostasis de la glucosa en estos animales. Las
pendientes de las curvas de los grupos D, C + Gy D + G no se diferenciaron

significativamente lo que sugiere que el/los mecanismo/s responsable/s de la



disminucién de la GFR por efecto de la glucosa podrian ser los mismos en
ratas normales y diabéticas.

La modificacion de la GFR debe atribuirse necesariamente a la
alteracion de alguno de sus factores determinantes. Entre estos factores
puede estar implicado el RPF, controlado por la resistencia arteriolar (75).
Los resultados muestran una correlacion significativa entre GFR y RPF de
todos los grupos estudiados (figura 4.3). Otros estudios de hemodinamia
renal han demostraron una estrecha relacion entre ambos parametros (75).
Por lo tanto la disminucion de la RPF observada en las ratas diabéticas por
aloxano podria ser un determinante en la disminucion de la GFR.

Una explicacion al efecto de la glucosa seria que incrementos en la
osmolaridad en el fluido tubular, semejantes a los provocados por la
presencia de este soluto en la orina, lleva a aumentos en la concentracion de
calcio intracelular en la macula densa, lo que induce la liberacién de factores
vasoconstrictores de la arteriola aferente. Entre los factores propuestos se
encuentran el ATP, adenosina y distintos eicosanoides (106). La
vasoconstriccion provocada llevaria a una disminucion del RPF que
justificaria la menor GFR observada en los animales diabéticos.

Estudios realizados por Brochner-Mortensen (72) en sujetos normales
demuestran que una elevacion de los niveles de glucosa sanguinea por

sobrecarga de glucosa conduce a un incremento en la GFR. Sin embargo,



los niveles de hiperglicemia alcanzados no son comparables a los obtenidos
en nuestros experimentos.

Por lo tanto, este analisis demuestra que en las ratas diabéticas por
aloxano la hiperglicemia, cronica o aguda, sustenta en parte una reduccion
de la GFR.

La insulina, la diferencia mas obvia entre controles y diabéticos, no
estaria involucrada en los cambios hemodinamicos glomerulares observados
en las ratas diabéticas. El estimulo en la secrecion de insulina fue
significativo en los controles donde el valor promedio de insulina luego de la
sobrecarga de glucosa triplico el valor basal. En las diabéticas, la insulinemia
post glucosa no se diferencio significativamente del valor basal. Michels y
colaboradores (79) muestran que cuando ratas diabéticas por aloxano, que
presentan una disminucion del 20 y 33 % en GFR y RPF respectivamente,
son tratadas con insulina durante un mes luego de tres meses de diabetes,
no mejoran significativamente la hemodinamia renal. No obstante, no puede
descartarse que la secrecion de insulina estimulada por la sobrecarga de
glucosa juegue algun rol en las modificaciones hemodinamicas renales de
los animales controles a pesar que presentan el mismo porcentaje de
reduccion en la GFR y RPF que los animales diabéticos.

Tucker y colaboradores (107) tienen hallazgos paraddjicos. En ratas
normales no diabéticas la infusion de insulina resulta en vasodilatacion renal

y aumento de la presion hidrostéatica glomerular mientras que eventos



opuestos ocurren tanto en ratas diabéticas por estreptozotocina tratadas y
no tratadas con insulina, indicando que la insulina puede estimular la
liberacion de multiples agentes vasoactivos, y que la relacién o la accion
vascular neta de vasoconstrictores y vasodilatadores esta alterada en la rata

diabética.

5.1.2. Volumen extracelular

Brochner-Mortensen (72) ha propuesto que los cambios en el
volumen extracelular justificarian, al menos en parte, las modificaciones en
la filtracion observadas en grupos diabéticos con moderada hiperglicemia.
Es conocido que la contraccion del volumen produce altas resistencias
arteriolares en ratas normales (79). Los datos de la figura 4.5. junto a los de
la tabla 4.3. indican que la hipofiltracidn glomerular observada en las ratas
diabéticas por aloxano estaria relacionada a una disminucion del VEC.
Michels y colaboradores (79) informan que la disminucién en la GFR
encontrada en sus experimentos es debido a un incremento en la resistencia
arteriolar lo cual lleva a una disminucién de la RPF y, aunque sostienen que
una causa posible para este fendmeno seria la disminucion del volumen
extracelular, ellos observaron incrementos. La reduccion en la GFR
acompafada de una caida en la RPF y deplecion del VEC se asemeja a las
modificaciones observadas en pacientes con cetoacidosis diabética.

Contrariamente, con menor grado de hiperglicemia el volumen extracelular



tiende a expandirse, presumiblemente porque la diuresis osmotica asociada
a glucosuria es menos profunda que en los casos de severa hiperglicemia
(76).

Una causa potencial para la deplecion del volumen extracelular en las
ratas diabéticas por aloxano, seria la poliuria osmotica existente en estos
animales o el incremento en la excrecion de sodio urinario, asociados a la
glucosuria. Las ratas diabéticas por aloxano mostraron pérdidas urinarias de
sodio significativamente aumentadas. Esto coincide con trabajos realizados
en ratas diabéticas por estreptozotocina (71, 78). La evidencia experimental
indica que el transporte tubular de sodio y glucosa estan interrelacionados
(108, 109) lo que explica la relacidon entre glucosuria y excrecion urinaria de
sodio. Los experimentos mostraron que la diabetes tiene un efecto adverso
sobre la eficiencia del proceso (figura 4.6.): a un nivel de reabsorcion tubular
de glucosa de 15 pumoles/min, los controles reabsorben 10 de sodio por pmol
de glucosa. La relacién disminuye a 5:1 en los animales diabéticos. Los
datos de la figura 4.7. indican que, por dia, las ratas diabéticas perdieron 19
pmoles de glucosa por pmol de Na*. La relacion 19:1 enfatiza la asociacién
entre hiperglicemia y severas pérdidas de Na®'. Esta ineficiencia en la
reabsorcion de sodio inducida por la poliuria osmotica también contribuye a

la caida en la concentracion del sodio sérico.



5.1.3. Sistema renina-angiotensina

El mantenimiento del balance de fluidos y electrolitos depende en
parte de alteraciones en la actividad del sistema renina-angiotensina-
aldosterona. Los informes de la literatura indican que el sistema renina-
angiotensina (RAS) plasmatico esta suprimido particularmente en la diabetes
experimental (110, 111). En concordancia, nuestros resultados establecen
gue cuatro semanas después de la induccion del estado diabético hay una
reduccion significativa en la actividad de la renina plasmatica. Esta
disminucién podria ser causada por una accion directa de la hiperglicemia
cronica o por algun mecanismo relacionado (106). Sin embargo, no puede
descartarse la intervencion de otros factores ademas de la glucosa:
moduladores, concentracion de receptores, respuesta de los distintos tejidos,
etc. Es decir, posiblemente, los efectos sobre el RAS no ocurran sobre un
solo componente del mismo, como podrian ser la renina o la angiotensina I,
sino que sea una demostracion de un efecto de bloqueo del sistema. Por
otra parte, el modelo experimental usado no permite ni confirmar ni refutar la
existencia de un RAS intrarrenal (85) y su participacion en la determinacion
de los niveles de renina plasmatica.

Aunque no hemos estudiado aldosterona, creemos que los resultados
son consistentes con la siguiente hipdtesis: la disminucion en el RAS

produciria una disminucién en los niveles plasmaticos de ANG Il y en la



secrecion de aldosterona (84) la cual a su vez produciria de manera
sucesiva: peérdidas de sodio, reduccion del VEC, disminucién de RPF vy,
como consecuencia, de la GFR. Por otro lado, la insulina parece ser

necesaria para la secrecion de aldosterona en la rata diabética (110).

5.1.4. Tamaiio renal

Se ha sugerido (y aun es un tema discutido) un incremento en el
tamafio renal como posible mecanismo responsable de la alta GFR en la
diabetes humana (66,73). El tamafio renal incrementado probablemente
refleja un aumento también en el tamafio de los glomérulos (69). Estudios
clinicos demostraron que el tamafio renal aumenta temprano en esta
condicion, y que el tamafio incrementado esta de alguna manera
(desconocida) relacionado con el grado de control metabdlico y puede ser
revertido con una terapia insulinica rigurosa (67,68). Contrariamente, en la
diabetes experimental, Michels y colaboradores (79) encuentran que luego
de un mes de inducida la diabetes por aloxano, ratas que presentan
hipofiltracion tienen pesos renales disminuidos. Luego de tres meses de
diabetes, en cambio, el peso renal no se diferencié del de las ratas controles
de la misma edad.

Segun los resultados obtenidos, la variacion del tamafio renal, no
parece estar relacionado con la hipofiltracion en las ratas diabéticas por

aloxano ya que el peso de los rifiones no se diferencio del de los controles,



si bien las ratas diabéticas mostraron una disminucion significativa del peso
corporal.

Similarmente a lo observado por Christiansen y colaboradores en
humanos (75), existidé una correlacion significativa entre tamafo renal y GFR
de los animales diabéticos aunque, los valores de GFR siempre se

encontraron por debajo de los de las ratas controles.

CONCLUSIONES:
Los hallazgos discutidos permiten concluir que:
* Las ratas diabéticas por aloxano presentan:
o disminucioén de la velocidad de filtracion glomerular
o disminucién del flujo plasmatico renal
o0 disminucién del volumen del liquido extracelular
» Estas alteraciones serian ocasionadas por los altos valores de
glucosa plasmatica que inducen poliuria y modificaciones en el
sistema renina-angiotensina aumentando la excrecién urinaria de

sodio.

Los resultados obtenidos, presentados en este capitulo, no justifican
las pérdidas de fosfato observadas en las ratas diabéticas por aloxano.



5.2. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA FUNCION PARATIROIDEA

Durante muchos afos, la PTH ha sido considerada como el principal
controlador de la reabsorcién de P cumpliendo un papel preponderante en la
homeostasis de este compuesto. Esta concepto estuvo basado en el hecho
de que la PTH tiene la propiedad de actuar directamente sobre el epitelio
renal reduciendo el transporte tubular de P. Ademas, la velocidad de
secrecion de la PTH, al menos en algunas condiciones clinicas y
experimentales, parece estar ajustada de tal manera que la hormona seria
capaz de mantener la homeostasis del P a través de su accion renal. De
esta manera, existe una relacion directa entre el suministro de P y secrecion
de PTH (112). Por otra parte, el hipo- e hiper-paratiroidismo son condiciones
fisiopatolégicas acompafadas por cambios en el transporte tubular de P y
como consecuencia, en la concentracion plasmatica de P. A primera vista,
estos hechos indiscutibles parecen sustentar la nocion de que la PTH juega
un rol clave en la homeostasis del P (4).

Los niveles plasmaticos de PTH en la diabetes experimental son variados
(introduccion 1.7). El modelo de diabetes de corta duracion (5-12 dias) esta
caracterizado por niveles elevados de PTH plasmaética (60, 61).
Contrariamente, en la diabetes de larga duracion (7 semanas) se encuentran
niveles bajos de PTH (55, 56). Sin embargo, estas variaciones no parecen
estar relacionadas con la duracion de la diabetes ya que Ishida et al. (62) y

Glajchen et al. (63) encontraron niveles elevados de la hormona en diabetes



de 5-7 semanas de duracion. Mas aun, Weber et al. (47) obtuvieron niveles
circulantes de PTH elevados en diabetes de 10 meses de duracion.

Cualquiera sean las causas implicadas en la alteracion de los niveles
circulantes de PTH, los resultados mostrados en la tabla 4.6 indican que los
niveles de PTH sérica se encuentran elevados en la diabetes inducida por
aloxano. Este hallazgo llevo a pensar que realmente la PTH era un factor
importante en las pérdidas urinarias de P ya que, como ha sido referido en la
introducciéon (1.3.2.1), ésta hormona inhibe el transporte renal de P en
condiciones fisiolégicas. Para comprobar efectivamente su participacion, se
realizo la ablacion de las glandulas paratiroideas. La fosfaturia de ratas no
diabéticas TPTX fue, como se esperaba, el 66% de la de los controles. Asi,
la fosfaturia esperada en los animales diabéticos deberia haber sido
aproximadamente 28.7 mg/dia x 0.66 = 18.94 mg/dia. Sin embargo,
paraddjicamente en estos animales la excrecion renal, aunque no
significativa, fue de mas del doble de dicho valor. Esto sugiere que la accion
fosfaturica de la PTH esta deteriorada en la diabetes.

Existen algunas hipétesis que explicarian este hecho. Una de ellas,
plantea que la PTH circulante no es biolégicamente activa (88). Los
experimentos descriptos en esta tesis no permiten responder de manera
directa a esta pregunta. Similarmente a lo que se demuestra con estudios
sobre insulina (113), la glicosilacién de la PTH con subsiguiente pérdida de

actividad podria ser una causa de ello. Otra hipotesis propone que la



diabetes insulinopénica induce resistencia a la accion de la PTH en el riiion.
Estos efectos son causados por el déficit de insulina y no se deben a la
hiperglicemia. La falta de insulina afectaria las acciones de la PTH en el
proceso de unién de la hormona a las células tubulares y produccion de
AMPc (114).

Ya que la ablacion de las glandulas paratiroides no corrige las
pérdidas urinarias de P, evidentemente, factores diferentes a la PTH estarian
jugando un rol principal en el manejo renal de P en la diabetes. En
concordancia con observaciones clinicas en pacientes humanos (44, 45), la
PTH parece ser un factor menor en las pérdidas de P por las ratas
diabéticas.

Corman y colaboradores (115) demostraron que la inhibicién en el
transporte de P por efecto de la glucosa es independiente de la presencia de
PTH circulante. Por otra parte, la adaptacion renal a una dieta con bajo
contenido en P es independiente de dicha hormona (116, 117) y la
administracion de PTH a perros depletados de P no aumenta su excrecion
urinaria (118). Esto avala la idea de que el riidbn es capaz de ajustar la
reabsorcion renal de P a las necesidades del organismo

independientemente de la PTH.



CONCLUSIONES:

a) Las ratas diabéticas por aloxano presentan niveles elevados
de PTH

b) La paratiroidectomia no corrige las pérdidas urinarias de P en
estas ratas

c) En el estado diabético, la PTH no jugaria un rol principal en el
manejo renal de P, descartandose su participacion como causa de la

hiperfosfaturia de las ratas diabéticas por aloxano.



5.3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA HIPERGLICEMIA Y/O EL DEFICIT DE

INSULINA SOBRE LA REABSORCION RENAL DE FOSFATO

En el rindon de mamifero, las células tubulares proximales reabsorben
D-glucosa y fosfato inorganico por mecanismos de cotransporte con sodio y
utiliza estos solutos como sustratos para el metabolismo. Los procesos
celulares para estos dos solutos parecen estar relacionados interactuando
en varios pasos.

Ya en 1944 Pitts y Alexander (28) demostraron que la infusién de
glucosa en cantidades suficientes para saturar su mecanismo de
reabsorcion, redujo el TmPO,.. Este fenOmeno sugirid un sitio comdn de
transporte para ambos compuestos. La administracion de floricina (que
causa inhibicion selectiva de la reabsorcion de glucosa por los tabulos
renales) aumenta el TmPO.. Este hecho sefiala que los mecanismos
involucrados en la reabsorcién de glucosa y fosfato no son idénticos.

Posteriormente, en 1972, Ginsburg (31) confirmd estas observaciones
y sugirié que ambos solutos compiten por un origen comun de energia y no
por un sitio de transporte.

Un hecho importante es que la capacidad reabsortiva para la glucosa
es marcadamente estable y relativamente insensible a los niveles de
hormonas en plasma (119). Contrariamente, la capacidad reabsortiva para el

fosfato es variable pudiendo establecerse a diferentes niveles de acuerdo a



las condiciones fisiolégicas o patoldgicas y es influenciada por los niveles de
hormonas circulantes, entre ellas PTH e insulina (9).

En el estado diabético hemos descartado el predominio de la PTH
como causa de la hiperfosfaturia.

Respecto a la insulina, se conoce que actia directamente sobre el
tubulo renal estimulando la reabsorcion de P. Datos obtenidos del analisis
del fluido tubular indican que la deficiencia de insulina, independientemente
de la PTH, deteriora el transporte tubular de P y sugieren que los niveles
basales de insulina endégena son importantes en la homeostasis renal del P
(23). Por otro lado, Nizet et al. (120) demostraron en rifion aislado de perro,
gue la disminucién en la reabsorcion de P cuando la glucosa plasmatica
aumenta es, primariamente, un fendmeno renal autbnomo y, de esta
manera, excluyeron la interferencia de la insulina y otras hormonas.

Surgi6 entonces la siguiente pregunta ¢ es el exceso de glucosa o la
carencia de insulina el factor responsable por el incremento en las
pérdidas de P en orina en las ratas diabéticas por aloxano?.

Para resolver esta incognita, se investigd la interaccion tubular “in
vivo” entre glucosa y P a niveles variables de insulina. Para eliminar la
influencia de las variaciones de P sobre la reabsorcion tubular de fosfato se
realizaron experimentos con carga de P controlada. Para aumentar el rango
de carga tubular de glucosa y los niveles de insulina plasmatica, se

administré glucosa a ratas controles (C + G), o a ratas diabéticas se les



suministré insulina (D + 1) o insulina y glucosa (D + | + G). Con esto se logré
un amplio rango de niveles plasmaticos de insulina que van desde la

hipoinsulinemia a la hiperinsulinemia.

En un primer experimento, observamos que, probablemente a causa
de su deterioro metabdlico, las ratas diabéticas necesitan niveles mucho
mayores de insulina que los controles para normalizar el manejo renal de
fosfato. La figura 4.6 muestra la insensibilidad de las ratas diabéticas a la
insulina. Es necesario aumentar 25 veces la concentracion de insulina para
llevar los valores de EFP en las ratas diabéticas a valores normales. Es decir
gue, bajo las condiciones experimentales descriptas, los tubulos renales de
las ratas diabéticas son aproximadamente 25 veces menos sensibles a la
insulina que las controles respecto al manejo de P. Por otra parte, la
administracion cronica de una dosis adecuada de insulina a ratas diabéticas
normaliza sus balances de P e incrementa el peso corporal (tabla 4.6).
Coincidentemente, en pacientes diabéticos pobremente controlados, la
sensibilidad a la insulina esta disminuida (121) y existe resistencia a la
accion de la insulina aun cuando en pacientes diabéticos tipo | el nimero de
receptores esta incrementado respecto a lo normal (122). Este fendmeno es
reversible cuando los pacientes son sometidos a un tratamiento riguroso con

insulina (123).



La competencia entre glucosa y fosfato por el transporte tubular se
muestra en la figura 4.9. En ratas controles (C), con insulina normal, y
diabéticas tratadas con insulina (D + 1), y que muestran glicemias normales,
el P y la glucosa son reabsorbidos, manteniendo una relacion molar de 1:4.
La relacion cambia a 1:20 para los diabéticos (con bajos niveles de insulina),
controles perfundidas con glucosa (con altos niveles endogenos de insulina),
y diabéticos tratados simultaneamente con glucosa y e insulina (D + | + G).
Con glicemias por debajo de 200 mg% la relacion molar es 1:4. Con
glicemias superiores a 450 mg% la relacion aumenta a 1:20. El cambio en la
relacion P:G indica la competencia entre ambos sustratos por la reabsorcidon
tubular. La relacion P:G se insinla como una variable continua: tres ratas,
tratadas con insulina, con glicemias entre 220 y 360 mg% presentaron una
relacion de 1:7 a 1:10.

¢,Cuadles pueden ser los mecanismos responsables de esta
competencia?

Se han propuesto dos mecanismos generales por los cuales la
glucosay el P podrian interaccionar:

Un primer mecanismo seria que la glucosa tenga un efecto directo

sobre el transporte de P. Esto ocurriria si los transportes de ambas
sustancias involucraran un componente comun en la membrana luminal del
tubulo contorneado proximal (por ej. un transportador multifuncional), o si

existieran interacciones alostéricas entre los transportadores. Este efecto



directo de la glucosa sobre el transporte de P fue descartado por Barret y
colaboradores (124) en estudios en vesiculas de membrana del borde en
cepillo.

Por otra parte, el cambio en la relacion P:G (1:4 a 1:20) podria

deberse a un efecto indirecto de la glucosa sobre el transporte de P,

pudiendo estar asociado con factores relacionados al transporte de sodio.
Conociendo que tanto el fosfato como la glucosa son cotransportados con
sodio, el efecto inhibitorio de la glucosa sobre la reabsorcion de P podria ser
explicado si se supone que en el tibulo proximal un incremento en el flujo
reabsortivo de glucosa disminuye la disponibilidad de sodio en el lumen, lo
cual reduce la velocidad de entrada de P (125).

Existen evidencias a favor y en contra de esta Ultima hipétesis.

a) Estudios con vesiculas de membranas de borde en cepillo renal
mostraron que el efecto inhibitorio de la glucosa sobre el P es debido a la
disipacion del gradiente electroquimico de Na® aunque el mecanismo
responsable para tal accion en células intactas no esta claro (124). En
acuerdo parcial, este trabajo nota que la cantidad de P reabsorbido esta
correlacionada con la masa de glucosa reabsorbida.

b) Por otra parte, Stoll et al. (126), demostraron que la entrada de
glucosa a vesiculas de membrana del borde en cepillo no esta afectada por
varios factores que afectan al cotransporte P/Na. Esto sugiere que la

competencia entre glucosa y fosfato no involucra al cotransporte P/Na. Una



interferencia similar puede delinearse desde el trabajo de Knight et al (125).
Ellos demostraron en la rata que el efecto de la D-glucosa sobre la
reabsorcion de P requiere de absorcion tubular de glucosa y no se deberia a
una interaccion entre glucosa y P en la superficie luminal de las células
tubulares renales. El hecho de que la observacion de que la interaccion entre
glucosa y P ocurra en células aisladas (109) y preparaciones de membranas
(124) indicarian que las interacciones no involucran hormonas circulantes.

A pesar del efecto antifosfaturico de la insulina informado por los distintos
autores (21, 23, 25) y aun en presencia de niveles extremadamente altos de
esta hormona, la hiperfosfaturia de ratas diabéticas esta principalmente
relacionada con las cantidades de glucosa aportadas al tubulo y es corregida
disminuyendo la sobrecarga de glucosa al tubulo. Esto esta de acuerdo con
De Fronzo et al (21) que, utilizando perros normales, concluyeron que
cuando ocurre la hiperinsulinemia asociada a hiperglicemia y a un
incremento en la carga filtrada de glucosa, la estimulacion del transporte de
P por insulina esté enmascarado por la presencia de cantidades
incrementadas de glucosa no reabsorbida en el tibulo. Corman et al (115)
utilizando técnicas de inyeccion intraarterial de trazadores radioactivos
demostraron que la influencia de la glucosa sobre la reabsorcion de P es
debido a un mecanismo intrarrenal y no al efecto de cambios en factores

humorales secundarios a la administracion de glucosa. Mas adn, sugieren



gue la inhibicion en el transporte de P seria independiente de la presencia
de PTH o insulina circulantes.

Por ultimo cabe mencionar que el efecto inhibitorio de la glucosa esta
relacionada a la reabsorcion de glucosa per se y no a un efecto osmotico
intraluminal no especifico, producido por la presencia de grandes cantidades
de glucosa en orina. Si bien esto no se estudid en esta tesis, varios
investigadores han mostrado claramente que la presencia de moléculas no
reabsorbibles osmoéticamente activas en sangre y/o luz tubular, como el

manitol, no produce cambios en la reabsorcién de P (30, 115).

CONCLUSIONES:
La hiperfosfaturia de ratas diabéticas por aloxano:
- puede coexistir con niveles variables, altos o bajos, de insulina
- se debe a la gran cantidad de glucosa filtrada por estas ratas que
compite con el P por su reabsorciéon
- se corrige disminuyendo la sobrecarga de glucosa al tubulo

renal.



5.4. ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FOSFATO DE LOS TEJIDOS

El hueso es el gran reservorio de minerales del organismo. Durante la
deprivacion de P, el contenido de los tejidos blandos se mantiene a costa de
la desmineralizacion 6sea (127).

En la diabetes y el ayuno los tejidos exhiben una pérdida de la
capacidad fosforilativa, lo que disminuye la utilizacion de P por la célula. Este
fendmeno deberia manifestarse en un aumento del P plasmatico. En la
diabetes inducida por aloxano demostramos disminucion del contenido de
fosfato en el rifidn, higado, musculo y hueso asociada a concentracion
plasmatica de fosfato dentro del rango normal (tabla 4.5). Es logico concluir
gue las pérdidas de fosfato de los tejidos contrarresten las pérdidas urinarias
del ion para mantener la fosfatemia. Este hecho podria estar relacionado con
procesos regulatorios que mantienen dicha fosfatemia a expensas del P del
hueso y/o de los tejidos blandos y resultar en una disfuncion multiorganica.

Los ésteres de P juegan roles criticos en el metabolismo celular: los
nucledtidos de purina proveen a la célula de energia almacenada. Los
intermediarios fosforilados interesan en la conservacion y transferencia de
energia. Es conocido que el Pi esta involucrado en la glucdlisis y la
fosforilacion oxidativa, las dos principales fuentes de ATP. En la via
glucolitica es un sustrato para la enzima gliceraldehido-3-P deshidrogenasa

y estimula las actividades de la hexoquinasa y la fosfofructoquinasa. En la



fosforilacion oxidativa, el Pi participa como sustrato en la fosforilacién del
ADP. Los fosfolipidos son el mayor constituyente de las membranas
celulares y la fosforilacion de proteinas es uno de los medios mas
importantes de regular su funcién (32). Si la concentracion citosélica y/o
mitocondrial disminuye por debajo de cierto valor critico, las velocidades de
glucolisis y el consumo de oxigeno podrian estar disminuidas. Ademas,
estudios hechos en células aisladas de tdbulos proximales renales
demuestran que la entrada de P por la superficie luminal representa la
principal fuente de P intracelular, tanto organico como inorganico, y que el
metabolismo de la glucosa y la respiracion mitocondrial compiten por el P
cuando su disponibilidad es limitada (128). A causa de estos efectos
fisiologicos del P, alteraciones cronicas en la homeostasis del P podrian
resultar en algun disturbio funcional en cualquier célula somatica.

Sobre el tejido 6seo, las consecuencias son mas complejas. El
metabolismo del P afecta tanto la mineralizacion 6sea como la sintesis de la
matriz. Sin embargo, los efectos del P sobre ambos componentes 6seos

parecen ser fendmenos independientes (129).

In vitro se ha demostrado que la deficiencia
de P impediria la sintesis de colageno (129). Por otra
parte, estd ampliamente estudiado que la diabetes

provoca una disminucidén de la masa 6sea, tanto en



humanos (130, 131, 132, 133) como en animales de
experimentacion (37, 134, 135). Nuestro trabajo
muestra disminucidén del peso del hueso y revela que
el impacto de la diabetes es mayor en la composicion
mineral que en la matriz, y que la deficiencia de P en
las cenizas del hueso se relaciona negativamente con
la severidad de la diabetes estimada por los niveles
promedio de glucosa sérica. El impacto inferior en la
matriz posiblemente pueda atribuirse a la resistencia
del colageno glicosilado a las solicitaciones
enzimaticas en los animales diabéticos (37). Estudios
hechos por McNair (136) demuestran en pacientes
una disminucién del contenido mineral 6seo
claramente asociado con pobre control metabdlico,
indicando la influencia de la homeostasis anormal de
la glucosa sobre la pérdida de mineral 6seo en la

diabetes. Concluyé que en la patogénesis de la



pérdida 6sea en la diabetes estaria involucrado el

pobre control metabdlico de la enfermedad y que

estaria causado probablemente por accidén directa
sobre el metabolismo del hueso y mediado a través

de un aumento en la excrecion renal de minerales.

Una explicacion completa de la patogénesis de la enfermedad ésea
diabética es dificil de definir y resulta claro que un solo mecanismo no puede
explicar todos los fenébmenos observados. Sin embargo, en base a la
marcada pérdida urinaria de P demostrada en la diabetes por aloxano, a la
importancia del metabolismo del P en la proliferacion celular y en la
mineralizacion 6seay a la disminucién del contenido de P en el mineral 6seo
podemos inferir que las pérdidas de P por orina podrian contribuir al

desarrollo de la enfermedad 6sea diabética.



CONCLUSIONES:

Se concluye que las pérdidas urinarias de P:

1) se reflejan en la disminucién del contenido de P en los tejidos
blandos

2) repercuten en el tejido éseo, provocando una disminucién del
contenido de P afectando la composicion del mineral 6seo.

3) podrian contribuir al desarrollo de la enfermedad 6sea en la

diabetes mellitus.



CONCLUSION GENERAL

La literatura cientifica ha establecido que la hiperfosfaturia de la
diabetes reconoce multiples factores. Los trabajos publicados se han
ocupado de establecer relaciones unifactoriales. El aporte de esta tesis
reside en el analisis y evaluacion conjunta de los principales factores que
podrian estar involucrados en la excrecion de P aumentada y en el estudio
de las consecuencias que esto puede traer al organismo.

Los datos presentados en esta tesis, aunque no permiten una
definicion del mecanismo por el cual la glucosa inhibe la reabsorcién renal
tubular de P, permiten concluir de manera clara respecto a las causas de la
hiperfosfaturia observada en la diabetes mellitus. Los efectos no pueden ser
atribuidos a cambios en la hemodinamia renal, efectos de la PTH o al déficit
de insulina. Se confirmé que la competencia glucosa-fosfato por la
reabsorcion tubular observada en especies normales (no diabéticas)
funciona en el animal diabético y que es la causa de las pérdidas de fosfato
incrementadas en la orina. Por dltimo, se demostré que estas pérdidas
interaccionan negativamente, tanto con los tejidos blandos como con el
hueso. Al respecto, es interesante notar que deja abierta una puerta para
futuras investigaciones tendientes a profundizar las consecuencias clinicas

de este fendbmeno.
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