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Resumen  

 

La nefropatía diabética (ND) es una complicación de la diabetes mellitus (DM) 

caracterizada por hiperglucemia sostenida, la cual induce estrés oxidativo, osmótico 

e inflamación, provocando daño en las células renales, particularmente en las 

células mesangiales (CMs), y favoreciendo la expansión mesangial. Asimismo, la 

hipertensión arterial contribuye al desarrollo de enfermedad renal crónica (ERC), en 

parte mediante la elevación de noradrenalina (NAd), cuyo efecto puede 

manifestarse de manera independiente o en conjunto con la ND, exacerbando el 

daño renal. 

En este estudio, las CMs fueron expuestas a alta glucosa (20 mM) y/o NAd 

(10 nM), y tratadas con tamsulosina (50 nM) o pioglitazona (100 nM). 

Posteriormente, se evaluaron in vitro la proliferación celular, los marcadores 

inflamatorios (NF-κB, IL-1β, IL-17), los marcadores fibrogénicos (TGF-β, colágeno 

I), los parámetros de estrés oxidativo (NRF2, superóxido) y los indicadores de 

activación mesangial (α-SMA, rodamina–falodina). 

Ambos tratamientos atenuaron la activación de las CMs inducida por alta 

glucosa y NAd, al reducir el estrés oxidativo, la proliferación y la hipertrofia celular. 

No obstante, la pioglitazona mostró mayor eficacia al disminuir significativamente la 

expresión de marcadores inflamatorios y fibrogénicos (TGF-β, α-SMA y colágeno I). 

En conjunto, estos hallazgos sugieren que ambos fármacos ejercen un efecto 

renoprotector al limitar la activación mesangial y el remodelamiento glomerular 

asociados a la hiperglucemia y la hiperactividad del sistema nervioso simpático. 

Asimismo, la combinación de los inductores sugiere la existencia de un posible 

mecanismo regulador no descrito, probablemente mediado por receptores β-

adrenérgicos (β-AR), lo cual requiere estudios adicionales para su elucidación. 
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Abstract 

 

Diabetic nephropathy (DN) is a complication of diabetes mellitus (DM) 

characterized by sustained hyperglycemia, which induces oxidative and osmotic 

stress as well as inflammation, causing damage to renal cells—particularly 

mesangial cells (MCs)—and promoting mesangial expansion. Furthermore, 

hypertension contributes to the development of chronic kidney disease (CKD), in 

part through elevated norepinephrine (NE), whose effect may manifest 

independently or in conjunction with DN, exacerbating renal damage. 

In this study, MCs were exposed to high glucose (20 mM) and/or NAd (10 

nM), and treated with tamsulosin (50 nM) or pioglitazone (100 nM). Subsequently, 

cell proliferation, inflammatory markers (NF-κB, IL-1β, IL-17), fibrogenic markers 

(TGF-β, collagen I), oxidative stress parameters (NRF2, superoxide), and indicators 

of mesangial activation (α-SMA, rhodamine–phalloidin) were evaluated in vitro. 

Both treatments attenuated high-glucose- and NAd-induced MCs activation 

by reducing oxidative stress, proliferation, and cellular hypertrophy. However, 

pioglitazone demonstrated greater efficacy by significantly reducing the expression 

of inflammatory and fibrogenic markers (TGF-β, α-SMA, and collagen I). Taken 

together, these findings suggest that both drugs exert a renoprotective effect by 

limiting mesangial activation and glomerular remodeling associated with 

hyperglycemia and sympathetic nervous system hyperactivity. Furthermore, the 

combination of these inducers suggests the existence of a possible, previously 

undescribed regulatory mechanism, likely mediated by β-adrenergic receptors (β-

AR), which requires further studies for elucidation. 
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Introducción  

Los riñones son órganos de color rojizo, ubicados en la zona retroperitoneal, 

entre las vértebras T11 y L3 (Tortora & Derrickson, 2018), siendo el riñón izquierdo 

localizado ligeramente hacia arriba respecto al derecho, debido a la presencia del 

hígado (Wineski & Snell, 2019). 

Los riñones humanos tienen un tamaño aproximado de 11 a 12 cm de largo, 

5 a 7.5 cm de ancho y un grosor de 2.5 a 3 cm y un peso estimado de 125 a 170 g 

en hombres y de 115 a 155 g en mujeres (Skorecki et al., 2016). 

Las funciones de los riñones son la excreción de productos metabólicos de 

desecho, el control hidroelectrolítico del cuerpo, el mantenimiento del equilibrio 

ácido-base en sangre, la regulación del volumen sanguíneo, tensión arterial y nivel 

de glucosa en sangre, así como el mantenimiento de la osmolaridad sanguínea y la 

producción de hormonas, como eritropoyetina, renina y calcitriol. Como desecho, se 

obtiene la orina, que es trasportada por los uréteres a la vejiga urinaria en la pelvis 

(Moore et al., 2018; Wineski & Snell, 2019). 

Las principales partes de los riñones son la cápsula, la corteza, la médula la 

pelvis renal y el hilio (Fig. 1). La corteza contiene los corpúsculos renales, que son 

la parte inicial de la nefrona, poseen forma esférica y contienen gran cantidad de 

glomérulos; además de túbulos contorneados que forman los laberintos corticales y 

los túbulos rectos, conectores y colectores, que forman una serie de estriaciones 

verticales que forman la médula, llamados rayos medulares o de Ferrein. Por otro 

lado, los túbulos conectores y sus nefronas forman los túbulos urinarios (Ross & 

Pawlina, 2020). 
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Fig. 1. Anatomía del riñón. Imagen tomada del libro Principios de anatomía y fisiología (Tortora & 
Derrickson, 2018). 

 

La nefrona inicia en la cápsula de Bowman, donde se encuentran los 

capilares, podocitos y el mesangio, este último constituido por matriz extracelular y 

las CMs. Las CMs son derivadas de las células del músculo liso (Stockand & 

Sansom, 1998) y, junto con su matriz mesangial (MM), que está constituida 

principalmente por Col IV (Col IV) y V, laminina tipo A, B1 y B2, fibronectina, 

proteoglicanos (heparán sulfato y condroitín sulfato), proveen de soporte al 

glomérulo y forman una estructura llamada mesangio (Kurihara & Sakai, 2017; 

Schlöndorff & Banas, 2009); que en condiciones fisiológicas, esta matriz es 

altamente regulada por la plasmina, metaloproteasas de matriz (MMPs) y el 

inhibidor tisular de metaloproteasas (TIMPs) (Kurihara & Sakai, 2017). 

Cuando hay un daño tisular, se libera gran cantidad de citocinas 

inflamatorias, tales como IL-1β, IL-6 y TNF-α. Si esta fase se extiende junto con el 

daño celular, provoca la liberación de compuestos profibróticos como TGF-β, que a 

su vez genera una sobreexpresión de Col I y fibronectina (J.-H. Zhao, 2019). Esto 
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provoca el desarrollo de la ERC, caracterizada por la presencia de fibrosis y una 

disminución de la tasa de filtración glomerular (TFG) (Taherkhani et al., 2019), que 

generalmente está asociada a hipertensión o DM tipo 2 (DMT2) (Romagnani et al., 

2017). 

Aunado a esto, las CMs juegan un papel clave en la secreción de citocinas 

proinflamatorias; tales como IL-1, IL-6 y TNF-α, además de la MM, originando 

glomeruloesclerosis, que posteriormente se convierte en fibrosis renal. Esto se debe 

a la respuesta de las CMs ante diferentes estímulos, liberando citocinas que 

provocan su propia hipertrofia y proliferación (Guijarro et al., 1997).  

Actualmente, no existe un tratamiento específico para la ERC, ya que puede 

ser de origen multifactorial. Regularmente, para su tratamiento, se utilizan 

medicamentos antihipertensivos, como los bloqueadores del receptor de 

angiotensina II (ANG II) (Ruiz-Ortega et al., 2020); sin embargo, no hay un 

medicamento eficaz para la resolución de la fibrosis en la ERC (J.-H. Zhao, 2019). 

Por tanto, la propuesta de este trabajo es el uso de tratamientos que han 

demostrado tener un efecto antifibrótico en otros órganos, como el hígado y el 

corazón (Alrasheed et al., 2023; Medina Pizaño et al., 2023), como la tamsulosina, 

un bloqueador de los receptores α-adrenérgicos (Sun et al., 2021), y la pioglitazona, 

un agonista de los receptores PPAR-γ, que al activarse forma un complejo que actúa 

como un transrepresor del NF-κB, evitando la expresión de citocinas 

proinflamatorias (Ko et al., 2008; Maeda et al., 2005). En ambos tratamientos, se 

provoca una disminución de TGF-β1 (Ko et al., 2008; Maeda et al., 2005; Sun et al., 

2021; W. Wang et al., 2020). 

 

Antecedentes 

Mesangio 

En 1933, Zimmerman acuñó el término “mesangio” para describir una 

estructura de soporte para los capilares del glomérulo; confirmando su presencia 

mediante microscopía electrónica 30 años después (Avraham et al., 2021; Kurihara 
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& Sakai, 2017; Sakai & Kriz, 1987; Zimmerman, 1933). La palabra “mesangio” 

proviene del griego “meso”, que significa “en medio” y del sufijo en latín “angium” 

que significa “vasos”; es decir, “en medio de vasos” (Avraham et al., 2021). Se 

localiza entre los capilares y la membrana basal glomerular (MBG) e integra a las 

CMs, que constituyen aproximadamente un tercio de todas las células del 

glomérulo, así como la MM (Sakai & Kriz, 1987; J.-H. Zhao, 2019) (Fig. 2). 

  

Fig. 2. Fisiología del mesangio. Constituido por las CMs y su matriz extracelular, secretada por las 
mismas CMs. Imagen modifica de (J.-H. Zhao, 2019). 

 

En 1942, Goormaghtigh sugirió que las CMs son células modificadas del 

músculo liso y poseen propiedades contráctiles (Becker, 1972; Goormaghtigh, 

1942). No fue hasta 1987 que Sakai y Kriz descubrieron que su propiedad contráctil 

modula la presión en los capilares del glomérulo, debido a que están 

mecánicamente conectadas a la MBG y directamente a la lámina densa o rara 

                  

         

                

       

     

      
         

       

           

         

               

         
            

                  

         
                

       
     

      

         

       
           

         

               

         
            

                  

         
                

       
     

      

         

       

           

         

               

         

            



   
 

11 
 

interna (Sakai & Kriz, 1987), afectando la hemodinamia mediante la resistencia 

vascular (Kurihara & Sakai, 2017). 

Por otro lado, las células endoteliales no están totalmente envueltas por MBG 

y los podocitos, ya que entre ellas existe un espacio ocupado por las CMs que facilita 

la comunicación con el endotelio capilar, conocido como área yuxtaglomerular. 

Adicionalmente, cuando las CMs no están en contacto directo con los capilares, se 

les denomina mesangio extraglomerular (J.-H. Zhao, 2019).  

Estas células desempeñan diversas funciones, como generar tracción 

mecánica sobre la MBG, el revestimiento capilar endotelial y la membrana basal 

intermedia, lo que garantiza la presión hidrostática capilar y el equilibrio de los vasos 

capilares; cualquier alteración en este sistema puede afectar el filtrado y la TFG (J.-

H. Zhao, 2019) (Fig. 3). 

 

Fig. 3. Esquema del lóbulo glomerular a través de una sección transversal, propuesto por 
Sakai y Kris. Los capilares están formados por células endoteliales que poseen fenestraciones de 

0.07µm, las cuales obstaculizan el paso de células sanguíneas. Los podocitos, células epiteliales 

que envuelven los capilares mediante sus pedicelos, forman hendiduras que impiden el paso de 

moléculas de diámetro menor a 0.007µm, evitando así la pérdida de proteínas como la albúmina. 

Por último, las CMs tienen como función principal regular la filtración glomerular, proporcionar 
soporte al glomérulo y eliminar residuos. Imagen modificada de Sakai y Kriz (Sakai & Kriz, 1987; 
Tortora & Derrickson, 2018). 
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La salida de macromoléculas filtradas a través del mesangio se realiza por 

tres vías: atravesando la MBG y los pedicelos hacía el espacio urinario, fluyendo a 

través de los canales y la red fibrilar de la matriz en los capilares eferentes, o 

concentrándose en el hilio glomerular junto con el aparato yuxtaglomerular (J.-H. 

Zhao, 2019). 

 

Matriz mesangial 

La MM proporciona soporte estructural y facilita el flujo de macromoléculas a 

través del mesangio (Gómez-Guerrero et al., 2005; J.-H. Zhao, 2019). La 

fibronectina es el componente principal del mesangio, cápsula de Bowman y del 

espacio túbulo-intersticio (Bülow & Boor, 2019; Stockand & Sansom, 1998); 

actuando como un nexo entre la MBG y la MM, junto con la maquinaria contráctil de 

la CM (Stockand & Sansom, 1998). Además, está compuesta por Col IV y V, 

laminina (tipo A, B1 y B2), proteoglicanos (heparán sulfato y condroitín sulfato), así 

como pequeñas cantidades de decorina y biglucano (Herrera, 2006; Kurihara & 

Sakai, 2017; Schlöndorff & Banas, 2009). Otras proteínas extracelulares incluyen 

proteínas microfibrilares como fibrina, glicoproteína asociada a microfibrillas 

(MAGP), proteína de matriz (MP78) y 340 y Col III y VI (Herrera, 2006). 

En condiciones fisiológicas, la liberación proteica de la MM está regulada por 

un equilibrio entre la producción de matriz extracelular, mediada por TGF-β, y su 

degradación, facilitada mediante un mecanismo de degradación que posee un papel 

destacable en el desarrollo de distintas patologías; dado por la plasmina y las MMPs 

antifibróticas (Herrera, 2006; Kurihara & Sakai, 2017). 

Las MMPs contribuyen desde el comienzo del daño hasta la reparación del 

tejido, colaborando a la activación o desactivación de los miofibroblastos, 

dependiendo si existe o no una resolución total de la inflamación y del tipo de MMPs, 

ya que existen MMPs tanto pro y anti fibróticas (Giannandrea & Parks, 2014). 
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Los inhibidores tisulares de metaloproteasas regulan las MMPs; en el riñón, 

TIMP-3 ha demostrado un efecto protector al suprimir TNF-α, regulando la expresión 

de MMPs profibróticas, mediando la fibrosis renal (Giannandrea & Parks, 2014). 

 

Células mesangiales 

Aproximadamente el 85-95% de las células en el mesangio son CMs (Veis, 

1993); que pertenecen a la clase de células estromales mesenquimales y expresan 

Foxd1+ (Avraham et al., 2021). Estas células, derivadas del músculo liso (Gómez-

Guerrero et al., 2005), son metabólicamente activas y sintetizan citocinas que 

promueven la proliferación celular y el reclutamiento de células del sistema 

inmunológico (incluyendo monocitos y macrófagos) (Herrera, 2006). 

Morfológicamente, las CMs poseen forma estrellada, con prolongaciones 

citoplasmáticas ramificadas de gran tamaño y longitudes variadas (Herrera, 2006; 

Sakai & Kriz, 1987). En su citoplasma se observan escasos organelos, entre ellos 

mitocondrias, un prominente aparato de Golgi, un retículo endoplasmático variable 

(dependiendo si está activa o no), pequeñas vesículas del tipo pinocítico, uno o más 

cuerpos multivesiculares, así como una gran cantidad de microtúbulos y filamentos 

dispuestos perpendicularmente a la largo del eje de la célula. Estos filamentos 

cruzan el cuerpo celular intermedio, orientándose en todas direcciones, lo que les 

proporciona su propiedad contráctil. Son células mononucleadas, y su núcleo es de 

mayor proporción respecto a su citoplasma (Fig. 4) (Farquhar & Palade, 1962; Sakai 

& Kriz, 1987).  

Las CMs pueden tras o desdiferenciarse en respuesta a la clase de daño. Si 

expresa el fenotipo miofibroblástico, adquieren un retículo endoplasmático rugoso 

prominente, ribosomas y polisomas, lo cual les permite sintetizar numerosas 

proteínas. El segundo subtipo celular (fagocítico/tipo macrófago) expresa 

receptores Fc y C3, que anteriormente se creía que eran exclusivos de células 

generadas en la médula ósea, y posee actividad endocítica y procesamiento 

lisosomal (Herrera, 2006). 
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Fig. 4. CMs in vitro. Cultivo primario purificado de CMs, presentan una morfología estrellada y 
crecimiento en multicapas. La imagen fue obtenida mediante microscopía de contraste de fases a 
100× utilizando la cámara digital AxioCam MRc acoplada al microscopio ZEISS Axiovert 40 CFL. 

 

Existen dos principales fenotipos de CMs, las predominantes son del fenotipo 

de células del músculo liso, con miofilamentos y propiedades contráctiles; la 

segunda comprende de 3-10% de todas las CMs, que son del tipo fagocítico 

(Herrera, 2006).  

En un principio se creía que las CMs eran semejantes a los fibroblastos; sin 

embargo, Farquhar y Palade realizaron varios experimentos que lo refutaron, 

mediante la descripción de sus propiedades morfológicas ultraestructurales, gracias 

a la microscopía electrónica y su alta actividad fagocítica, descubriendo la 

eliminación de residuos de ferritina, Thorotrast (ThO2) y oro coloidal de la matriz 
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mesangial, sugiriendo que presentan una elevada actividad fagocítica (Avraham 

et al., 2021). 

En el trabajo realizado por Ikeda et al. (1997), indujeron la activación de las 

CMs con citocinas inflamatorias (INF-γ, TNF-α e IL-1β) y óxido nítrico (NO), 

aumentando la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad I (MCH I) 

(Ikeda et al., 1997). Por otra parte, se indujo una activación de las CMs in vitro e in 

vivo con INF-γ, expresando MCH I; posteriormente, se trataron con IL-10, lo que 

aumentó la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad II (MCH II) 

(Chadban et al., 1998). 

Yu H et al. (2021) descubrieron que al activar las CMs con IFN-γ, se expresó 

el MHC II, ICAM-1, CD40 y CD80, sugiriendo que se comportan como una célula 

presentadora de antígeno (APC) no profesional, mostrando péptidos e iniciando la 

polarización de las células nativas CD4+ al fenotipo Th1 (Y. Zhao et al., 2021). Con 

lo anterior, algunos autores sugieren que las CMs muestran propiedades parecidas 

a macrófagos, ya que secretan citocinas proinflamatorias (Gómez-Guerrero et al., 

2005; Menè & Stoppacciaro, 2009). 

Responden como células del músculo liso a hormonas consideradas como 

vasoactivas, como la ANG II, vasopresina y NAd, teniendo como efecto su 

contracción o relajación (Hadad et al., 1997; Nakai et al., 1995; Okuda et al., 1986; 

Stockand & Sansom, 1998). 

 Las CMs se adhieren a las células epiteliales mediante la afadina, una 

proteína de unión a actina F, la cual forma microfilamentos localizados en el sitio de 

contacto de la célula mesangial-endotelial, que es regulada por el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Además, esta misma proteína es 

localizada con la β-catenina en el sitio de unión intercelular entre las CMs vecinas 

(Kurihara & Sakai, 2017). Asimismo, posee gran variedad de receptores en su 

membrana, respondiendo a señales hormonales, del sistema nervioso simpático, 

inmunológicas, entre otros.  
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Receptores 

 

Receptores Hormonales 

Angiotensina y vasopresina 

En un estudio realizado en 1980 por Ausiello et al., se demostró que las CMs 

in vitro responden al estímulo de la ANG II y vasopresina contrayéndose; sin 

embargo, no hubo respuesta celular al recibir los tratamientos con prostaglandina 

E1 (PGE1) y la hormona paratiroidea (PTH), lo que sugiere la ausencia de los 

receptores para estas hormonas (Ausiello et al., 1980). 

La función de la ANG II es la excreción de sodio y agua, lo que ocasiona una 

reducción en la superficie capilar del glomérulo y disminución de la TFG (Tortora & 

Derrickson, 2018). En cambio, la función de la vasopresina es la retención de agua 

y sodio (Tortora & Derrickson, 2018).  

 El mecanismo contráctil se activa mediante la unión de ANG II a su receptor 

AT1A, a través de Ca+2 dependientes de voltaje y la activación dependiente de 

calmodulina de la cadena ligera de quinasa. Esto implica la liberación dependiente 

de Ca+2 y la disociación de la troponina en la actina, lo que da como resultado la 

contracción celular (Forrester et al., 2018; Stockand & Sansom, 1998). Además, 

existe evidencia in vivo e in vitro de que, al estar unida la ANG II a su receptor AT1, 

se activa el complejo NF-κB, lo que produce efectos proinflamatorios, proliferativos 

y provoca la hipertrofia celular (Rangan et al., 2009). 

 Por otro lado, la vasopresina se une a su receptor V1A, que está acoplado 

mediante una proteína G insensible a la toxina pertussis a la fosfolipasa C específica 

para fosfatidilinositol. Esta enzima media la hidrólisis de polifosfoinosítidos, 

generando dos segundos mensajeros; el primero, 1,4,5 trifosfato inositol, que induce 

la liberación intracelular de iones Ca+2 desde el retículo endoplasmático, y el 

segundo, diacilglicerol, que activa la proteína C quinasa, causando la contracción 

de la CM (Okuda et al., 1986; Tahara, Tsukada, Tomura, Suzuki, et al., 2008). 
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Endotelina-1 

La endotelina-1 (ET-1) es un poderoso vasoconstrictor liberado por las 

células endoteliales glomerulares. Su mecanismo de acción se basa en la elevación 

de la concentración de los iones Ca+2 a través de la vía fosfolipasa C (PLC) y el 

sistema de transducción inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) (Stockand & Sansom, 1998). 

Existen dos receptores para ET-1 (ETA y ETB), expresando las CMs únicamente el 

receptor ETB (Hu et al., 1993; Stockand & Sansom, 1998). 

 

Péptido natriurético auricular 

 Al incrementarse el volumen sanguíneo, se produce un estiramiento auricular 

que provoca la liberación del péptido natriurético auricular (ANP) por los miocitos 

auriculares. Esta hormona regula el volumen de los fluidos extracelulares y, en el 

riñón, tiene una acción de relajación sobre las CMs, aumentando la superficie de los 

capilares del glomérulo. Además, inhibe la reabsorción de sodio y agua en el túbulo 

contorneado proximal y en el colector, lo que a su vez suprime la secreción de 

aldosterona y vasopresina (Ballermann et al., 1985; Tortora & Derrickson, 2018). 

 El ANP pertenece a la familia de péptidos natriuréticos (NP), que son 

sintetizados como prehormonas y se unen a 3 tipos de receptores: NP tipo A, B y C 

(NPRA, NPRB Y NPRC). En las CMs, el ANP se une al receptor NPRA, que posee 

un dominio catalítico de guanilil ciclasa (GC) y produce como segundo mensajero el 

guanosín monofosfato cíclico (cGMP). Sin embargo, también puede unirse de forma 

arbitraria al NPRC que carece de actividad de GC (Mani et al., 2016). 

 

Óxido nítrico 

 El óxido nítrico (NO) mantiene el tono vascular mediante la vasodilatación, y 

ejerce efectos de inhibición y relajación de las CMs (Chadban et al., 1998). Si bien 

la liberación constitutiva del NO tiene efectos protectores, en situaciones 

patológicas puede presentar efectos adversos (Gómez-Guerrero et al., 2005). En 

estudios in vitro, se ha observado que en las CMs actúa como antiproliferativo, 
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reduciendo la producción de la matriz mesangial y su adhesión, funcionando como 

un modulador autocrino y apoptótico (Gómez-Guerrero et al., 2005). 

Shultz et al. demostraron que las CMs, al ser activadas por lipopolisacáridos 

(LPS), producen NO inducible (iNO), lo que incrementa la concentración de cGMP 

intracelular (Shultz et al., 1994). Asimismo, las CM son capaces de secretar NO al 

ser expuestas a IL-1β y TNF-α, expresando el fenotipo de macrófagos (Pfeilschifter, 

2002). 

 

Receptores inmunológicos 

Receptores tipo Toll (TLR) 

 Los receptores tipo Toll (TLR) son glicoproteínas expresadas en la superficie 

de macrófagos, células dendríticas (CD) y células epiteliales. Tienen la capacidad 

de reconocimiento de múltiples tipos de patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs) y patrones moleculares asociados a daño (DAMPs). Al 

activarse, generan la expresión y secreción de citocinas inflamatorias, promoviendo 

la vía de señalización de NF-κB y activando el sistema inmunológico (Y. Zhao et al., 

2021). 

Lo anterior puede provocar una serie de respuestas que puede ocasionar 

enfermedades renales y procesos inflamatorios que causan fibrosis (Y. Zhao et al., 

2021). 

 

Receptores a quimiocinas  

Las CMs activadas expresan receptores; tales como CXCR3, CCR1 y CCR7, 

en respuesta a citocinas inflamatorias; lo que significa que tienen la capacidad de 

secretar y expresar receptores para estas citocinas durante el daño (J.-H. Zhao, 

2019). 

 Los ligandos para el receptor CXCR3 incluyen la proteína inducible a 

interferón (IP-10), que se sobrexpresa en procesos patológicos (Gao et al., 2020), 
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estimulando la activación de la vía de señalización de ERK y resultando en la 

proliferación celular (Bonacchi et al., 2001). Otros ligandos son Mig/CXCL9 e I-

TAC/CXCL11, que al unirse inducen la activación de células Th1 y la proliferación 

de las CMs (Lazzeri et al., 2002; Wörnle et al., 2004). Por otra parte, el receptor 

CCR7, al unirse a su ligando SLC/CCL21, tiene un efecto antiapoptótico y 

proliferativo. 

En un estudio realizado por Wörnle et al. en 2004, se demostró que el 

receptor CCR1, al unirse con su ligando de regulación por activación, expresada y 

secretada por los linfocitos T (RANTES/CCL5), tiene un efecto en la modulación de 

la inflamación glomerular (Wörnle et al., 2004). 

 Los receptores para IL-17 se encuentran en membrana celular y 

desencadenan la liberación de quimiocinas y otros mediadores inflamatorios, los 

cuales reclutan neutrófilos, monocitos, células Th1 y Th17. Al activarse de forma 

crónica, estas células producen daño renal (Turner et al., 2010).  

 Además, las CMs poseen receptores de fragmentos de la vía del 

complemento para C3a y C5a (C3aR y C5aR), que están acoplados a proteínas G 

e inducen la liberación de citocinas y quimiocinas, generando una respuesta 

quimiotáctica en neutrófilos y macrófagos, así como la activación de estos últimos 

(Zhang et al., 2017). 

 

Receptores adrenérgicos 

Existen dos tipos de receptores adrenérgicos (AR), α y β, que están 

acoplados a proteínas G. Los receptores α se dividen en dos subtipos: AR-α1 y AR-

α2, mientras que los receptores β se dividen en tres subtipos: AR-β1, AR-β2 y AR-

β3) (Ren et al., 2020). 

 

α-adrenérgicos 

 Se han detectado tres subtipos de receptores α-adrenérgicos en corteza 

renal (α1A, α1B y α1D). En CMs, se ha descubierto que los antagonistas α-
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adrenérgicos, como doxazosina, prazosina y dicentrina, causan una inhibición del 

crecimiento de forma dosis-dependiente inducida por PDGF (Kong et al., 2015; Tsai 

et al., 1995). Además, la doxazosina reduce la producción de matriz extracelular 

(Kong et al., 2015; Pawluczyk et al., 2006). 

 La unión del receptor con su ligando activa la proteína G acoplada a la 

fosfolipasa Cβ (PLCβ), que cataliza la formación de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y 

diacilglicerol (DAG). Esto libera Ca2+ en el citoplasma mediante la activación del 

canal TRPC6, lo que a su vez activa la vía de señalización ERK1/2, causando 

proliferación y contracción en las CMs (Fig. 5) (Forrester et al., 2018; Hadad et al., 

1997; Kong et al., 2015). 

 

 

Fig. 5. Vía de señalización clásica del receptor α-adrenérgico. Su activación provoca la liberación 
de iones Ca+ al citosol, generando una respuesta contráctil en la CMs. Imagen tomada de (Akinaga 
et al., 2019). 

 En un estudio realizado por Pawluczyk et al. (2006), se descubrió que el 

bloqueo de este receptor produce una disminución en la expresión de fibronectina 
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en humanos. Además, la respuesta está relacionada con el sexo, siendo más 

efectiva en mujeres que en hombres, posiblemente debido a una mayor expresión 

de receptores α1B en las mujeres (Pawluczyk et al., 2006). 

 

β-adrenérgicos 

 La presencia de receptores β-adrenérgicos (β-AR) en las CMs se corrobora 

con el estudio de Boivin et al. (2001), quienes localizaron los receptores AR-β1 y 

AR-β2 en riñón mediante inmunofluorescencia; encontrando que en el glomérulo, las 

CMs son las únicas que expresan estos receptores (Boivin et al., 2001). 

 En otro estudio, Nakamura et al. (2003) indujeron la activación de las CMs 

mediante LPS, lo que activó las vías de señalización de Erk1/2 y p38MAPK, 

resultando en la liberación de TNF-α. Sin embargo, al agregar un agonista β-

adrenérgico, se observó una reducción de esta respuesta (Nakamura et al., 2003). 

Se ha demostrado que los β-AR participan activamente en la biogénesis 

mitocondrial, así como en la modulación del metabolismo de la glucosa, la respuesta 

inflamatoria y los mecanismos de apoptosis a nivel renal. La activación de las vías 

β-AR no solo influye en la homeostasis energética celular, sino que también 

contribuye a la adaptación frente a condiciones de estrés metabólico (Kamiar et al., 

2021). 

 

PPAR-γ 

 En riñón, estas moléculas son expresadas por las células intersticiales de la 

médula, el aparato yuxtaglomerular, los segmentos tubulares renales, los podocitos, 

las CMs y el endotelio microvascular (Kökény et al., 2021). Se localizan en el núcleo 

y existen tres tipos de receptores activados por proliferadores de peroxisomas 

(PPAR), α, δ y γ, siendo este último el más estudiado (Leibovitz & Schiffrin, 2007; 

Maeda et al., 2005; Rodríguez Pérez et al., 2007).  

Su nombre proviene de su capacidad para estimular el crecimiento y la 

proliferación de los peroxisomas, que desempeñan un papel crucial en la β-
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oxidación de los ácidos grasos (Leibovitz & Schiffrin, 2007; Maeda et al., 2005; 

Rodríguez Pérez et al., 2007). Además, los PPAR modulan genes que regulan el 

metabolismo de los lípidos y la glucosa (Kökény et al., 2021; Mao & Ong, 2009). 

Al unirse a su ligando, los PPAR forman un heterodímero con el receptor X 

retinoide (RXR) y se une a elementos de respuesta (PPRE) en la región promotora 

de sus genes diana, activando o reprimiendo la expresión principalmente de 

adiponectina, leptina en adipocitos que ayudan al metabolismo de la glucosa y de 

lípidos. (Leibovitz & Schiffrin, 2007). Funcionan también como un transrepresor de 

genes proinflamatorios como NF-κB, suprimiendo la expresión de IL-1β, IL-6, IL-12, 

TNF-α, NO y ciclooxigenasa-2, lo que les confiere un efecto antihipertensivo y 

nefroprotector (Fig. 6) (Leibovitz & Schiffrin, 2007; Maeda et al., 2005; Mao & Ong, 

2009). 

 

Fig. 6. Vía de señalización de PPAR-γ. La activación de esta vía tiene un efecto antiinflamatorio al 
producir una transrepresión de NF-κB. Imagen modificada de (Leibovitz & Schiffrin, 2007). 
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Enfermedad renal crónica 

La presión intraglomerular en una persona sana puede variar entre 30 a 50 

mm de Hg. Las CMs censan esta presión y responden a las variaciones mediante 

su contracción, reduciendo el área capilar y controlando así la presión sanguínea 

intraglomerular. Sin embargo, esta presión puede llegar a aumentar a más de 70 

mm de Hg en patologías (Stockand & Sansom, 1998).  

La ERC se define como la reducción de la función renal, con una TFG menor 

a 60 mL/min por 1.73m2, y presentar mínimo dos marcadores de daño por un 

periodo de al menos 3 meses. Los marcadores de daño incluyen albuminuria, 

sedimentos anormales en orina, anormalidades debido a trastornos tubulares (por 

ejemplo, electrolíticos), y hallazgos histológicos y estructurales detectados mediante 

imagenología. También se considera un marcador tener historial de trasplante de 

riñón (Webster et al., 2017). En etapas tempranas de la ERC, no suelen aparecer 

síntomas previos al diagnóstico, hasta que se alcanza una etapa irreversible 

(Taherkhani et al., 2019). 

Cuando la TFG se presenta a menos de 15 mL/min por 1.73m2, se considera 

que se ha llegado a la etapa final de la ERC, que requiere intervención mediante 

diálisis o trasplante renal. Comúnmente se presenta fibrosis renal, un proceso de 

cicatrización insatisfactorio tras un daño crónico, caracterizado por 

glomeruloesclerosis, atrofia tubular y fibrosis intersticial (Webster et al., 2017).  

Entre los factores de riesgos más comunes se encuentran ser mayor de 65 

años, ser mujer y tener un diagnóstico de DM y/o hipertensión. Particularmente 

existe una mayor prevalencia en países de ingresos altos o medios (Romagnani 

et al., 2017). 

Se ha encontrado evidencia que la hiperactividad del sistema nervioso 

simpático provoca hipertensión; sin embargo, en las CMs no se ha esclarecido el 

mecanismo de acción (Kong et al., 2015). Por otro lado, en la DM se mantienen 

concentraciones elevadas de glucosa, lo que facilita su entrada en las CMs a través 

de trasportadores de glucosa. El GLUT-4 se expresa en pequeñas proporciones, 

mientras que el GLUT-1 es la isoforma predominante, siendo este el responsable 
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de la expresión de TGF-β (Haneda et al., 2003). En ambas patologías, el desarrollo 

de ERC es una consecuencia común, influenciado en gran medida por citocinas 

proinflamatorias que generan la producción de citocinas profibróticas (Fig. 7) 

(Haneda et al., 2003; Kong et al., 2015; J.-H. Zhao, 2019). 

 

Fig. 7. Daño renal y fibrosis. Durante un daño glomerular, existe la sobreexpresión de citocinas, 
que, si no se corrige, puede progresar a ERC. Imagen modificada de (J.-H. Zhao, 2019). 

 

Inflamación 

La inflamación es un proceso tisular que incluye fenómenos moleculares, 

celulares y vasculares, con la finalidad de defenderse contra el ataque de patógenos 

o agresiones tisulares (Salanova Villanueva et al., 2018). 

Entre los factores de daño mecánicos se encuentran la hiperfusión 

glomerular e hipertensión intracapilar, que son resultado de anormalidades 

metabólicas en enfermedades sistémicas como la DM e hiperlipidemia (Gómez-

Guerrero et al., 2005). De hecho, en estudios in vitro se ha observado que un medio 
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con alta concentración de glucosa induce la proliferación mesangial y la expresión 

de factores proinflamatorios como IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α, CCL2/3 y CXCL8. 

Además, promueve la sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en 

mitocondrias (Sun et al., 2021; J.-H. Zhao, 2019). 

La primera fase de daño glomerular es la fase aguda, que puede no tener 

consecuencias funcionales o puede presentar algún tipo de alteración funcional 

intrínseca en las CMs, endoteliales o epiteliales, así como la persistencia de 

infiltrado inflamatorio. Esto resulta en la liberación de factores de crecimiento y 

mediadores inflamatorios que están involucrados en la proliferación celular y el 

depósito de la MM (Gómez-Guerrero et al., 2005). 

Las CMs secretan mediadores inmunes e inflamatorios, como IL-1 e IL-6, que 

favorecen la inflamación crónica (Gómez-Guerrero et al., 2005). Estos factores 

intraglomerulares coordinan actividades dirigidas a ciertas células diana; además 

de promover la infiltración de macrófagos, la secreción de gran cantidad de matriz 

extracelular y la disminución de la TFG (Stockand & Sansom, 1998).  

Por otro lado, las citocinas inflamatorias como IL-1, TNF, IFN-γ y los LPS de 

las bacterias inducen la expresión y secreción de IL-8, IP-10 y el oncogén 

relacionado con el crecimiento (GRO), lo que indica que las CMs están involucradas 

en el daño glomerular (Guijarro et al., 1997). 

Entre los factores mitogénicos se encuentran el PDGF, el factor de 

crecimiento epidérmico (EGF), TNF-α, IL-1, IL-6, el factor de crecimiento tipo 

insulina (IGF), la hormona de crecimiento, el factor de crecimiento de fibroblastos 

básico (bFGF) y los tromboxanos (TX) (Gómez-Guerrero et al., 2005).  

Las hormonas ANG II, vasopresina y ET-1 están asociadas a la regulación 

del crecimiento mesangial, actuando como potentes mitógenos que regulan la 

función celular. La vasopresina, además, está involucrada en la inducción, 

proliferación e hipertrofia de las CMs (Gómez-Guerrero et al., 2005; Tahara, 

Tsukada, Tomura, Yatsu, et al., 2008).  
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NF-κB 

 El factor de trascripción kappa de células B (NF-κB) es una vía de 

señalización intracelular importante que se induce en respuesta a varios estímulos 

extracelulares (Rangan et al., 2009). Este dímero está constituido por dos 

subunidades, p50 y p65 (también llamado RelA). En células sin estímulo, estas dos 

subunidades se localizan en citoplasma unidas a una proteína inhibitoria (IκB). Sin 

embargo, al recibir un estímulo, IκB se degrada en el proteosoma y se libera el 

dímero, que es traslocado al núcleo, donde regula la transcripción de genes 

(Guijarro et al., 1997) involucrados en inflamación, inmunidad, apoptosis, 

proliferación y diferenciación celular (Rangan et al., 2009). 

 Su activación puede ocurrir en respuesta a la unión de ligandos a receptores; 

por ejemplo, TLR/IL-1, la familia de los receptores TNF unido a sus ligandos TNF, 

linfotoxina-1β, BAFF-R y CD40; receptores de células B, el receptor de ANG II (AT1) 

e integrinas, éste último respondiendo a cambios en la composición de la matriz 

extracelular; así como, estresores intracelulares como, daño en DNA y producción 

de ROS por la mitocondria (Rangan et al., 2009). 

 Este factor es activado constitutivamente en las CMs, aunque un incremento 

en su actividad tiene como efecto su proliferación, la expresión de genes 

proinflamatorios y depósito de la matriz extracelular, lo que ocasiona ERC y 

nefropatía (Haneda et al., 2003; Rangan et al., 2009). 

 

IL-17 

La familia de la IL-17 incluye IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, IL-17F 

y cinco receptores: IL-17RA, IL-17B, IL-17RC, IL-17RD y IL-17RE (Rodrigues-Diez 

et al., 2021; Turner et al., 2010). Estas interleucinas se expresan en podocitos, 

células epiteliales, CMs y endoteliales (Paquissi & Abensur, 2021) y son producidas 

por los linfocitos CD4+T (Th17) y CD8+T (Turner et al., 2010). 

La IL-17A es liberada como respuesta inflamatoria, y su efecto puede variar 

dependiendo del tipo de célula y las condiciones patológicas. Uno de los efectos de 
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la IL-17A a nivel renal es la reabsorción de sodio a través de canales Na+- H+ tipo 3 

en el túbulo proximal y el cotransportador Na+-Cl- en el túbulo contorneado distal, lo 

que a su vez, favorece la hipertensión (Rodrigues-Diez et al., 2021). 

Además, está involucrada en la disrupción de la morfología y función de los 

elementos de la nefrona, la activación de vías profibróticas que resultan en fibrosis, 

pérdida de arquitectura y, en consecuencia, la disminución de la función renal 

(Paquissi & Abensur, 2021). En las CMs, la IL-17A o IL-17F estimula la liberación 

de las proteínas quimioatrayentes de monocitos 1 y 2 (MCP-1, MCP-2) mediante la 

vía MAPK (Iyoda et al., 2010). 

 

Fibrosis 

La glomeruloesclerosis es la cicatrización del glomérulo posterior a una lesión 

renal, que puede ser causada por daño endotelial, destrucción de podocitos, 

proliferación de células del músculo liso y CMs (Trachtman, 2020; Webster et al., 

2017). En algunos modelos de glomeruloesclerosis, se observa un incremento 

significativo del mesangio, atribuido a la producción de la MM, proliferación e 

hipertrofia de las CMs (Y. Zhao et al., 2021). Entre los factores de riesgo se incluyen 

la dislipidemia, hipertensión y el tabaquismo (Webster et al., 2017). 

La fibrosis renal es la consecuencia final de la progresión del daño crónico, y 

se caracteriza por la pérdida de las redes capilares y el aumento de depósitos de 

fibras de Col, ya sea en el intersticio o en los compartimentos glomerulares (J.-H. 

Zhao, 2019). La MM está constituida por Col IV (heterodímero α3.α4.α5.) esencial 

para la función glomerular. Además, se ha identificado la presencia de Col III, VI, 

XII y XV (Bülow & Boor, 2019).  

Las CMs al activarse, expresan el fenotipo miofibroblasto, lo que conlleva la 

expresión de proteínas que normalmente están ausentes en la MM y son difíciles 

de eliminar, incluyendo la sobreexpresión de Col I y III (intersticial / fibrilar); siendo 

el Col I (Bülow & Boor, 2019; Herrera, 2006) y la fibronectina los mayores 

componentes del tejido fibrótico. Además, hay modificaciones en la expresión de 
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MMPs, debido a alteraciones génicas o mecanismos que incluyen la activación de 

zimógenos y la compartimentalización de procesos de proteínas activas (Bülow & 

Boor, 2019; Giannandrea & Parks, 2014; Stockand & Sansom, 1998). Entre las 

MMPs profibróticas renales se encuentran la MMP-2, MMP-12 y MMP-9; ésta última 

es un potente activador de TGF-β1 (Giannandrea & Parks, 2014). 

El silenciamiento de las MMPs puede ocurrir a través de las TIMPs, como 

TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4, entre otros mecanismos, como la endocitosis y 

modificadores oxidativos. Un desbalance en este sistema provocará una 

sobreactividad de las MMPs (Giannandrea & Parks, 2014). 

 Entre los factores que inducen la acumulación de la MM se incluyen TGF-β, 

PDGF, IL-1β, TNF-α, bFGF, ANG II, factor de crecimiento tisular conectivo (CTGF), 

IGF-1, eicosanoides y leptina (Gómez-Guerrero et al., 2005). Por otro lado, en 

estudios in vitro con CMs, los medios altos en glucosa inducen la expresión de 

factores profibróticos como TGF-β y fibronectina (Haneda et al., 2003; J.-H. Zhao, 

2019). 

 

TGF-β 

Los miembros de la familia del factor de crecimiento transformante beta 

(TGF-β) son citocinas pleiotrópicas. Algunas de sus funciones incluyen la 

disminución de la división celular, la supresión de la respuesta inmune, la inducción 

de la diferenciación en ciertos tipos de células y, en condiciones patológicas, son 

uno de los principales inductores de la fibrosis (Schnaper et al., 2003; Song et al., 

2019).  

Algunos factores que influyen en su liberación incluyen calor, cambios de pH 

extremos, la proteólisis y la disrupción celular; por lo tanto, su modulación local es 

crítica para determinar sus efectos, que en condiciones patológicas se relaciona con 

hiperplasia, hipertrofia y proliferación de las CMs (Fu et al., 2013; Schnaper et al., 

2003). 
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 Los receptores de la familia del TGF-β corresponden a siete receptores tipo 

I (TβR-I) y cinco del tipo II (TβR-II), que están formados por heterodímeros ya 

descritos en las células renales (Schnaper et al., 2003). La vía de señalización TGF-

β/Smads se activa cuando Smad2/3 es fosforilada y se une a Smad4. Este complejo 

es traslocado a citoplasma hacía el núcleo, regulando otros factores de transcripción 

(Xin et al., 2013). En las CMs in vitro, la activación de la vía de señalización del 

TGF-β1, induce la producción de Col I, IV y fibronectina (MacKay et al., 1989). 

Además, la presencia de esta citocina impide la producción del activador de 

plasminógeno y de inhibidores de MMP, provocando la transformación de estas 

células al fenotipo de miofibroblastos (Fu et al., 2013; Tomooka et al., 1992). 

 

α-SMA 

En condiciones patológicas, la activación de la vía de señalización de TGF-β 

forma el complejo Smad, que posteriormente es translocado al núcleo para inducir 

la expresión de α-actina de musculo liso (α-SMA) (Song et al., 2019). Esto ocasiona 

hipertrofia e hiperplasia, por lo que se utiliza como marcador de fibrosis, activación 

y contractilidad en las CMs (Fu et al., 2013; Stephenson et al., 1998a). 

En un estudio realizado en 1993 por Sterzel et al., se observó que las CMs 

que sobreexpresan α-SMA adquieren una notable capacidad de contractilidad, lo 

que provoca la remodelación de la estructura renal y una esclerosis glomerular 

isquémica (Fu et al., 2013; Sterzel et al., 1993). 

 

NRF2 

 El factor nuclear eritroide 2 (NRF2) pertenece a la familia de las proteínas 

cap-n-collar (Romano-Lozano et al., 2022). En condiciones fisiológicas, se 

encuentra secuestrado constitutivamente en citosol por proteína 1 asociada a ECH 

tipo Kelch (Keap1), que facilita la ubiquitinación de NRF2 y su degradación por el 

proteasoma 26S. Por el contrario, en presencia de oxidantes o electrófilos, se 

disocia el complejo Keap1-NRF2, permitiendo la translocación del NRF2 activado 
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del citosol al núcleo (Fainstein, 2007; Yao et al., 2022). Aunque se considera un 

marcador antioxidante, también posee efectos antifibróticos, ya que interfiere 

negativamente en la vía de señalización de TGF-β1, evitando la fosforilación de 

Smad3, lo que lo propone como un blanco terapéutico para el tratamiento de la 

fibrosis (W. Wang et al., 2020).  

En el mesangio, la producción excesiva de ROS es inducida por una alta 

concentración de glucosa, ya sea in vivo debido a la DM o in vitro al agregar 

concentraciones de glucosa de 20-30 mM en el medio de cultivo (Ko et al., 2008; 

Qiao et al., 2019; S. Wang et al., 2014). Esto ocasiona un estado continuo de estrés 

oxidativo, lo que lleva a las CMs a expresar enzimas antioxidantes. La activación 

del NRF2 previene la apoptosis y regula el estrés oxidativo mediante la liberación 

de catalasa (CAT), superóxido dismutasa (SOD) y glutatión peroxidasa (GPx). Sin 

embargo, también liberan una gran cantidad de citocinas proinflamatorias y 

profibróticas, lo que contribuye al desarrollo de la ND, la causa más común de la 

etapa terminal de la insuficiencia renal, caracterizada por proteinuria, hipertrofia 

glomerular, disminución de la TFG y fibrosis renal, lo que provoca una pérdida de la 

función renal (Nie et al., 2021; Qiao et al., 2019; S. Wang et al., 2014).  

 En personas diabéticas, Nie et al. propone que el NRF2 se activa mediante 

la vía de señalización de PI3K/Akt (Nie et al., 2021). 

 

Tratamientos comúnmente utilizados 

 Debido a las múltiples etiologías de la ERC, no existe una única estrategia 

terapéutica, y los tratamientos actuales no son eficaces contra la fibrosis (Cobo 

et al., 2018).  

Entre los tratamientos más utilizados en personas hipertensas que padecen 

ERC se encuentran los bloqueadores del sistema renina-angiotensina (RAS), que 

son recomendados en pacientes con proteinuria o nefropatías hipertensivas. Sin 

embargo, estos tratamientos solo logran retrasar la progresión de la enfermedad. 

Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) y/o los 



   
 

31 
 

bloqueadores de AR-α son ejemplos de esta categoría, pero únicamente ralentizan 

la progresión de la proteinuria (Ruiz-Ortega et al., 2020). 

 Los antagonistas de los mineralocorticoides han demostrado ser efectivos en 

la reducción de la proteinuria; pero aún no existe un tratamiento que prevenga la 

progresión de la enfermedad renal aguda (AKI) a ERC (Ruiz-Ortega et al., 2020).  

En pacientes diabéticos, se utilizan tratamientos antihipertensivos en 

combinación con un control glucémico. Además, se han explorado inhibidores de 

TGF-β, como la pirfenidona; sin embargo, su mecanismo de acción sigue siendo 

desconocido. Por último, los inhibidores de fosfodiesterasa, como la pentoxifilina, 

tiene efectos antiinflamatorios, antifibróticos y antiproteinúricos (Doshi & Friedman, 

2017). 

Dado que los medicamentos actuales no detienen la progresión de ERC, es 

crucial realizar nuevos estudios para proponer tratamientos más efectivos contra 

esta patología. 

 

Tratamientos propuestos 

Pioglitazona 

Algunos de los agonistas del PPAR-γ son fármacos de la clase de las 

tiazolidinedionas (TZD), como la pioglitazona, troglitazona y rosiglitazona (Kökény 

et al., 2021). La pioglitazona es un polvo cristalino de coloración blanquecino con 

un peso molecular de 356.4 g/mol y su fórmula química es C19H20N2O3S (Kim et al., 

2021) (Fig. 8).  



   
 

32 
 

 

Fig. 8. Estructura química pioglitazona. Imagen tomada de PubChem (Kim et al., 2021). 

 

Se ha observado que algunas variables alélicas y mutaciones en el gen 

PPAR-γ en humanos están asociadas con la obesidad y la hipertensión, lo que ha 

generado un creciente interés en la activación farmacológica de estos receptores 

mediante agonistas, prostaglandinas, TZD y agonistas de receptores de ANG II. Se 

espera que esto produzca efectos benéficos adicionales a los ya estudiados 

(Rodríguez Pérez et al., 2007). Además, se ha demostrado que en pacientes con 

DMT2 tratados con TZD, se presenta una reducción en la albuminuria y la nefropatía 

(Kökény et al., 2021; Pistrosch et al., 2012). 

La pioglitazona actúa como un sensibilizante de la insulina y ayuda a 

controlar la hiperinsulinemia. Se administra a pacientes diagnosticados con DMT2 

como un medicamento de segunda o tercera línea, ya sea como monoterapia o en 

combinación con metformina o sulfonilureas (Broeders & Abramowicz, 2002; Kim 

et al., 2021). 

A pesar de que se han realizado pocos estudios sobre el uso de la 

pioglitazona como antifibrótico; se ha descubierto que la activación de los receptores 

PPAR-γ reduce la proliferación y apoptosis en las CMs activadas con ANG II 
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(Benkirane et al., 2006; Efrati et al., 2007; Weissgarten et al., 2006). En un estudio 

realizado por Efrati et al. en 2007, se demostró in vivo que en ratas hipertensas 

tratadas con rosiglitazona hubo una disminución en la apoptosis y proliferación de 

las CMs, probablemente debido a la inhibición del NF-κB. Además, se observó una 

disminución de la expresión de ANG II, lo que sugiere un efecto renoprotector (Efrati 

et al., 2007). 

En otro estudio de Ko et al. en 2008, se encontró que la administración de 

pioglitazona en ratas con DMT2 tuvo un efecto renoprotector al inhibir la activación 

de NF-κB y disminuir la expresión de TGF-β y la síntesis de Col, lo que aminoró la 

ND (Ko et al., 2008). Estos resultados coinciden con los de Maeda et al. en 2005, 

quienes realizaron un estudio similar in vitro en CMs activadas con TGF-β1 (Maeda 

et al., 2005). 

Por otro lado, Wang et al. en 2014 activaron CMs in vitro en un medio con 

alta concentración en glucosa (25 mM), observando un aumento en los niveles de 

producción de ROS mediante la expresión de p22phox y p47phox (marcadores de 

estrés oxidativo). No obstante, al tratar estas células con pioglitazona, se observó 

una disminución en la expresión de estos marcadores de forma dependiente de la 

dosis, lo que sugiere que podría actuar como un modulador del estrés oxidativo, 

aunque su mecanismo de acción sigue siendo desconocido (S. Wang et al., 2014). 

Además de sus efectos antiinflamatorios, se han comenzado a investigar sus 

efectos antihipertensivos, que indirectamente contribuyen a la disminución del daño 

renal. Esto se debe a la gran cantidad de receptores PPAR-γ expresados en el 

mesangio. De hecho, se ha observado que la presencia de agonistas de PPAR-γ 

produce mejores resultados que la supresión de la actividad del RAS mediante 

inhibidores de la enzima convertidora de la ANG II (Efrati et al., 2007). 
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Tamsulosina 

 La tamsulosina es una sulfonamida que actúa como antagonista de los AR-

α1A y AR-α1D. Tiene un peso molecular de 408.5 g/mol y su fórmula química es 

C20H28N2O5S (Fig. 9) (Kim et al., 2021). 

 

Fig. 9 Estructura química de la tamsulosina. Imagen tomada de Pubchem (Kim et al., 2021). 

  

Este tratamiento se utiliza principalmente para aliviar los síntomas de 

hiperplasia prostática benigna; además, se aplica en el tratamiento de cálculos 

renales, uretrales, prostatitis y disfunción de la micción femenina (Kim et al., 2021). 

Sin embargo, en la patología de la ERC, la actividad simpática renal 

desempeña un papel importante en las condiciones fisiológicas y patológicas, 

interactuando con el sistema vascular renal mediante la liberación de NAd, lo que 

regula el tono vascular y la reabsorción de sodio y agua (Ren et al., 2020). 

Por otro lado, se ha observado que la tamsulosina disminuye la expresión de 

citocinas proinflamatorias como IL-1β, IL-6, TNF-α y IL-8, lo que contribuye a la 

reducción en la liberación de TGF-β y Col I, lo que reduce la fibrosis en células HK-

2 y en modelos de rata (Fig. 10). Sin embargo, se desconoce su mecanismo de 
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acción (Sun et al., 2021), y no se han realizado estudios in vitro sobre su efecto en 

las CMs activadas. 

  

 

Fig. 10. Efecto de la tamsulosina a nivel celular. Al unirse la tamsulosina a su AR-α1, provoca la 
disminución de TGF-β, evitando así la fibrosis y apoptosis celular. Imagen modificada de (Alrasheed 
et al., 2023). 

 

Justificación 

En el 2022, la incidencia a nivel mundial de la ERC superó el 10% de la 

población en general, afectando a más de 800 millones de personas. Esta condición 

se encuentra entre las principales causas de muerte y su prevalencia ha ido en 

aumento, especialmente en personas mayores y mujeres, así como aquellos con 

DM e hipertensión (Kovesdy, 2022; Ruiz-Ortega et al., 2020). En 2021, el estado de 

Jalisco ocupó el primer lugar a nivel mundial en la tasa de desarrollo de la etapa 

terminal la ERC por millón de habitantes, mientras que Aguascalientes ocupó el 

sexto lugar (National Institutes of Health, 2023). 

Tamsulosina

 Fibrosis 

 Apoptosis

Tamsulosina
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En México, según datos del INEGI, en 2021 la insuficiencia renal crónica fue 

la novena causa de muerte en personas mayores de 50 años (INEGI, 2022). En 

Aguascalientes, en 2022, se reportó una prevalencia de 2,183 pacientes por millón 

de habitantes (ISSEA, 2022). 

La ERC es un síndrome secundario que resulta de alteraciones en la función 

y/o estructura renal (Ammirati, 2020; Charles & Ferris, 2020). Se define por una TFG 

<60ml/min/1.73m2 o por la presencia de albuminuria patológica durante un período 

mayor o igual a 3 años. Esta enfermedad se caracteriza por la pérdida de nefronas, 

una reducción de la capacidad regenerativa, daño microvascular, cambios 

metabólicos, estrés oxidativo e inflamación, lo que lleva a la fibrosis (Martínez 

Ginarte. et al., 2020; Ruiz-Ortega et al., 2020). 

La fibrosis es parte del proceso de reparación tisular, que busca preservar la 

arquitectura e integridad del tejido. Sin embargo, cuando hay desregulación en este 

proceso y existe una sobreexpresión de proteínas de la MM, especialmente el Col, 

que puede desencadenar complicaciones (Ruiz-Ortega et al., 2020).  

Uno de los principales desafíos en el manejo de esta patología es la falta de 

terapias efectivas, así como la diversidad de mecanismos moleculares e 

inflamatorios involucrados en la ERC, lo que complica aún más su tratamiento. A 

menudo, se requieren altas dosis de medicamentos para lograr efectos 

terapéuticos, lo que puede aumentar el riesgo de eventos adversos (Nastase et al., 

2018; J.-H. Zhao, 2019). 

Se proponen dos tratamientos: primero, la tamsulosina, que actúa 

bloqueando los receptores α1-adrenérgicos, disminuyendo la liberación de citocinas 

proinflamatorias y, en consecuencia, reduciendo la expresión de TGF-β y Col I (Sun 

et al., 2021). Por otro lado, la pioglitazona, un agonista de los receptores de PPAR-

γ, ha demostrado ser un transrepresor del NF-κB, disminuyendo también la 

expresión de TGF-β y por ende, la fibrosis (Ko et al., 2008; Maeda et al., 2005). Sin 

embargo, no se han realizado estudios in vitro que evalúen el efecto antifibrótico y 
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antiinflamatorio de ambos medicamentos en las CMs (Ko et al., 2008; Maeda et al., 

2005; S. Wang et al., 2014). 

Esto da origen a la siguiente pregunta de investigación:  

¿El tratamiento con tamsulosina y pioglitazona tiene efecto in vitro sobre la actividad 

proinflamatoria y profibrótica de las células SV40 MES 13 inducidas por alta glucosa 

y NAd? 

 

Hipótesis  

El tratamiento de tamsulosina y pioglitazona tiene efecto inhibitorio sobre la 

actividad proinflamatoria y profibrótica en las células mesangiales SV40 MES 13 

inducidas con alta glucosa y noradrenalina.  

 

Objetivos 

 

Objetivo general 

Analizar el efecto de la tamsulosina y pioglitazona sobre la actividad 

proinflamatoria y profibrótica de las células mesangiales SV40 MES 13 inducidas 

con alta glucosa y noradrenalina. 

 

Objetivos específicos 

• Evaluar citotoxicidad/viabilidad del cultivo celular en presencia de 

diferentes concentraciones de pioglitazona y tamsulosina en presencia y 

ausencia de sus estimulantes. 

• Evaluar marcadores en células mesangiales relacionados con procesos 

inflamatorios (IL-1β, NF-κB e IL-17), antiinflamatorios (moduladores del 

NRF2) y fibrogénicos (Col I, α-SMA y TGF-β) estimuladas con 

noradrenalina o medio alto en glucosa en presencia o ausencia de los 

fármacos de pioglitazona y tamsulosina. 
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Metodología 

 

Cultivo primario de CMs 

Se utilizaron tres ratas Wistar macho de 100 a 150 g, proporcionados por el 

bioterio de la Universidad Autónoma de Aguascalientes. Las ratas fueron 

resguardadas en el bioterio bajo condiciones controladas de temperatura (22°C ± 

2°C) y ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas. La dieta consistió en alimento para 

roedores y agua filtrada ad libitum.  

La metodología para la obtención del cultivo primario de CMs se basó en el 

trabajo de Menè y Stoppacciaro con modificaciones en su procedimiento (Menè & 

Stoppacciaro, 2009). Se administró una dosis de 5 mg de cefalexina por vía 

intragástrica durante 4 días para disminuir la carga microbiana en vías urinarias. 

Posteriormente, en el día 5, las ratas fueron sometidas a eutanasia mediante una 

inyección intraperitoneal de pentobarbital (>100mg/kg).  

Se realizó una nefrectomía bilateral mediante un corte en el hilio en 

condiciones asépticas, obteniendo ambos riñones a través de una incisión 

toracoabdominal y desinfectando la superficie de la piel con alcohol al 70%. Los 

riñones se colocaron en una solución fría de buffer EBSS (Anexo A) con ceftriaxona 

(10 µg/mL) durante 10 min. A continuación, se retiró la cápsula renal mediante un 

raspado con pinzas de punta fina, realizando un corte longitudinal. 

 El tejido cortical se extrajo con un bisturí, cortándolo en pequeños trozos 

hasta formar una pasta, que se dejó reposar en EBSS frío con ceftriaxona durante 

5 minutos para disminuir la carga bacteriana. Luego, el tejido se pasó a una malla 

de acero inoxidable de 80 mesh (180 µm), presionando delicadamente con una 

espátula y recolectando la pasta sobre la malla, realizando lavados con buffer EBSS 

con ceftriaxona. 

La pasta recolectada se resuspendió en una solución estéril de colagenasa 

P (Roche, 11213865001) y EBSS (2.5 mg/mL), agitando cuidadosamente a 37 °C 

por 10 minutos. La suspensión glomerular se aspiró con una jeringa de 10 mL, 
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forzando la salida del líquido de 2 a 3 ocasiones para eliminar de la cápsula el 75% 

de los glomérulos. Este proceso se repitió en dos series: la primera con una aguja 

de 18 G y la segunda con una aguja de 21 G. 

 Finalmente, se centrifugó la suspensión durante 10 minutos a 2,500 rpm y se 

resuspendió en 1 mL de medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, R8758-1L) 

suplementado (Anexo B) con gentamicina (100 µg/mL, BioReagent, G1397-10ML). 

Este paso se repitió para realizar un lavado, antes de colocar la suspensión celular 

en un frasco T25, incubando a 37 °C en una atmósfera de 95% aire y 5% CO2. Se 

realizó el primer cambio de medio a las 8 horas, utilizando RPMI 1640 suplementado 

con gentamicina (100 µg/mL). 

 La purificación del cultivo se obtuvo a través de los pases realizados, llevando 

a cabo los experimentos entre el pase 4 y 10, utilizando medio DMEM/F12 (10-090-

CV, Corning) suplementado con insulina humana (0.67 U/mL, Farmacias del ahorro) 

y suero fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich, F4135) al 10%. Para la caracterización 

del cultivo de CMs, se sembraron 25,000 células/pozo y se propagaron en la placa 

durante 48 horas, para luego proceder a la caracterización del cultivo mediante la 

técnica de inmunofluorescencia. Se utilizaron como anticuerpos primarios Thy 1 

(rata anti-rata, R&D Systems, MAB7335) y α-SMA (ratón anti-rata, Sigma-Aldrich, 

A5228), ambos en una dilución 1:1000; como anticuerpo secundario, se utilizó Alexa 

FlúorTM 488 (cabra anti-rata para Thy 1, Life technologies, A11006) y Alexa FlúorTM 

594 (cabra anti-ratón para α-SMA, Life technologies, A-11005), también en una 

dilución 1:1000.  

Adicionalmente, se realizaron experimentos utilizando la línea celular de CMs 

de ratón (Mus musculus) SV40 MES 13, donada por el laboratorio de inmunología 

de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas (ENCB), empleando medio de cultivo 

DMEM/F12, suplementado con SFB al 5%, así como penicilina (1000 U/mL) y 

estreptomicina (1000 μg/mL) (Caisson, ABL02).  

Para la propagación de ambos cultivos, una vez que las células alcanzaron 

aproximadamente el 80% de confluencia, fueron desprendidas utilizando tripsina-
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EDTA al 0.25% (p/v) (Sigma-Aldrich, T4049) y posteriormente transferidas a un 

frasco de cultivo T-25, en el que se sembraron 15 × 10³ células. El medio de cultivo 

se reemplazó cada 72 horas. 

Para la toma de imágenes, se utilizó la cámara digital CoolSNAP-Pro 

acoplada al microscopio ZEISS Axioskop 40, y su posterior análisis con ayuda 

software Fiji is just ImageJ (Versión 1.53c, descargado de la página 

https://imagej.net/Fiji/Downloads) (Schindelin et al., 2012). 

 

Ensayo MTT 

 El ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) 

se realizó para evaluar la viabilidad celular. Las células SV40 MES 13 (3 × 10³ 

células/pozo) se sembraron en placas de 96 pozos y se incubaron con D-(+)-glucosa 

(20 mM; Sigma-Aldrich, G7021) y/o NAd (10 nM; Sigma-Aldrich, A7257) y tratadas 

con tamsulosina (50 nM; Sigma-Aldrich, T1330) o pioglitazona (100 nM; Sigma-

Aldrich, E6910) durante 24 h. Posteriormente, se añadieron 10 μL de la solución de 

MTT (5 mg/mL; Sigma-Aldrich, M5655) a cada pozo y se incubaron durante 4 h. 

Después de la incubación, se eliminó el sobrenadante y se agregaron 100 μL de 

DMSO (Sigma-Aldrich, D1435) para disolver los cristales de formazán-MTT. 

Finalmente, la absorbancia se midió a una longitud de onda de 490 nm utilizando 

un lector de microplacas (Bio-Rad). 

 

SYTOXTM green 

 Las células SV40 MES 13 (3 × 10⁴ células/pozo) se cultivaron y se indujeron 

con glucosa (20 mM) y/o NAd (10 nM) y tratadas con tamsulosina (50 nM) o 

pioglitazona (100 nM) durante 24 horas en placas de 24 pozos. Posteriormente, se 

lavaron con PBS 1X (Anexo C), se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 10 

min y se incubaron con SYTOX Green (60 mM; Invitrogen, S7020) durante 17 min 

a 37 °C para la detección de ácidos nucleicos. La detección de la fluorescencia se 

realizó utilizando un microscopio Axiovert 40 CFL (ZEISS) acoplado a una cámara 
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ZEISS Axiovert 40 CFL (ZEISS) con un filtro ajustado a una longitud de excitación 

de 450–490 nm (verde). 

 

Detección de la formación de superóxido mitocondrial 

Las células SV40 MES 13 fueron inducidas con glucosa (20 mM) y/o NAd (10 

nM) y tratadas con tamsulosina (50 nM) o pioglitazona (100 nM) durante 4 horas en 

placas de 24 pozos. Posteriormente, se lavaron brevemente con PBS 1X, se fijaron 

con paraformaldehído al 1% durante 10 minutos a temperatura ambiente y se 

incubaron durante 1 horas a 37 °C con MitoSOX Green (2 μM, Invitrogen, M36006). 

La detección de fluorescencia se realizó utilizando un microscopio Axiovert 

40 CFL (ZEISS) acoplado a una cámara ZEISS Axiovert 40 CFL (ZEISS), con un 

filtro ajustado a una longitud de onda de excitación de 450–490 nm (verde). 

La cuantificación de la intensidad de fluorescencia del superóxido 

mitocondrial se efectuó mediante el software Fiji Is Just, versión 1.54f. Las imágenes 

se convirtieron inicialmente a escala de grises de 8 bits y la intensidad de 

fluorescencia se midió y expresó en unidades relativas de fluorescencia, 

estableciendo un umbral para todos los píxeles dentro del área indicada. 

 

Medición de Ca²⁺ intracitoplasmático 

Las células SV40 MES 13 (3 × 10⁴ células/pozo) fueron inducidas con 

glucosa (20 mM) y/o NAd (10 nM) y tratadas con tamsulosina (50 nM) o pioglitazona 

(100 nM) durante 4 horas en placas de 24 pozos. Posteriormente, se fijaron con 

paraformaldehído al 1% durante 10 minutos. A continuación, las células se 

incubaron con Fura-2 AM (1 μM, Invitrogen, F1201) durante 30 minutos a 37 °C y 

se lavaron con PBS 1X. 

La detección de fluorescencia se realizó utilizando un microscopio Axiovert 

40 CFL (ZEISS) acoplado a una cámara ZEISS Axiovert 40 CFL (ZEISS) con un 

filtro ajustado a una longitud de excitación de 450–490 nm (verde). 
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La cuantificación de la intensidad de fluorescencia del calcio citoplasmático 

se llevó a cabo con el software Fiji Is Just (v1.54f; Wayne Rasband, National 

Institutes of Health). Las imágenes se convirtieron a escala de grises de 8 bits, y la 

intensidad de fluorescencia se midió y expresó como unidades relativas de 

fluorescencia, definiendo como umbral todos los píxeles dentro del área señalada. 

 

Ensayo de detección de F-actina 

Las células SV40 MES 13 (3 × 10⁴ células/pozo) fueron inducidas con 

glucosa (20 mM) y/o NAd (10 nM) y tratadas con tamsulosina (50 nM) o pioglitazona 

(100 nM), se cultivaron e indujeron durante 24 horas en placas de 24 pozos con 

glucosa (20 mM) y/o tamsulosina (50 nM) o pioglitazona (100 nM). Posteriormente, 

se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 10 minutos. Después de un lavado 

con PBS 1X, las células se incubaron con rodamina-faloidina (6.6 μM, Invitrogen, 

R415) a temperatura ambiente durante 30 minutos para la detección de F-actina. 

A continuación, los núcleos se contratiñeron con Hoechst 33258 (1:1000, 

Sigma-Aldrich, 94403). La detección de fluorescencia se realizó utilizando un 

microscopio Axiovert 40 CFL (ZEISS) acoplado a una cámara ZEISS Axiovert 40 

CFL (ZEISS), empleando filtros con longitudes de excitación de 546/12 nm (rojo) y 

365 nm (azul). 

 

Inmunofluorescencia 

 Después de 24 horas de inducir las células (3 × 10³ células/pozo). La fijación 

se realizó con metanol frío durante 10 minutos a una temperatura de 4 °C. Los 

anticuerpos policlonales utilizados conejo anti-ratón fueron NF-κBp65 (Invitrogen, 44-

711G), IL-17A (Abcam, ab214588), Col I (Novus Biologicals, NB600-408) y TGF-β1 

(Novus Biologicals, NBP1-03276). Por otro lado, los anticuerpos monoclonales 

(ratón anti-ratón) utilizados fueron α-SMA (Sigma-Aldrich, A5228) y NFR2 (Cell 

Signaling, D1Z9C). 
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 El anticuerpo secundario se utilizó a una dilución 1:1000, utilizando Alexa 

FluorTM 594 (Life technologies, A-11005) para α-SMA y Alexa FluorTM 488 (Life 

technologies, A11008) para los demás anticuerpos, incubándolo durante 2 horas a 

temperatura ambiente. Se agregó el Hoechst (1:1000, Sigma-Aldrich) durante 10 

minutos. Para realizar el montaje de las laminillas se utilizó glicergel (Dako, C0563), 

almacenando las laminillas en una cámara húmeda a una temperatura de 4 °C.  

Para la prueba de cuantificación de células/mm2, sólo se fijaron las células y 

se agregó Hoechst 1:1000, cuantificando núcleos por campo. 

 Para la toma de imágenes, se utilizó la cámara digital CoolSNAP-Procf 

acoplada al microscopio ZEISS Axioskop 40. El análisis se realizó con ayuda 

software Fiji is just ImageJ (Versión 1.53c, descargado de la página 

https://imagej.net/Fiji/Downloads) (Schindelin et al., 2012). 

 

RT-qPCR 

 Después de 24 horas de inducción, las células fueron tratadas según 

corresponda a cada grupo con NAd (10 nM), glucosa alta (20 mM) y tratadas con 

tamsulosina (50 nM) o pioglitazona (100 nM).  

 Las células (3 × 10⁴ células/pozo) fueron procesadas con el kit Direct-zol™ 

RNA MiniPrep®, siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN total fue 

cuantificado con el Biodrop (Isogen Life Science) y almacenado a -80 °C hasta su 

uso. 

 La transcripción reversa se realizó con 1 µg de ARN total utilizado el kit 

RevertAid First-Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific, K1621). Posteriormente, 

se llevó a cabo la RT-qPCR utilizando Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 

(2x) (Thermo Scientific, K0221) en el dispositivo StepOne (Applied Biosystems) bajo 

las siguientes condiciones: 50 °C por 2 minutos, 95 °C durante 3 minutos, seguido 

de 40 ciclos de 95 °C durante 45 segundos y 55 °C para el gen de IL-1β o 58 °C 

para los demás marcadores por 40 segundos. 
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Los oligonucleótidos utilizados se muestran en la Tabla 1. La expresión 

relativa fue normalizada contra GAPDH como gen constitutivo; las diferencias 

fueron determinadas empleando el método relativo de ΔΔCt. 

 

Gen Secuencias 

IL-1β 
F-TGCCACCTTTTGACAGTGATG 
R-AAGGTCCACGGGAAAGACAC 

IL-17A 
F-CCCCTTCACTTTCAGGGTCG 
R-GGGGGTTTCTTAGGGGTCAG 

NRF2 
F-CTAAAGCACAGCCAGCACAT 
R-TGTCTTTTGTGAATGGGGCTTT 

NF-κB 
F-ACTGGAGTTGTACGGCAGTG 
R-TGTAAAATGCATAAAACGGGGAAA 

α-SMA 
F-GTACCCAGGCATTGCTGACA 
R-GAGGCGCTGATCCACAAAAC 

Col I 
F-GGGGCAAGACAGTCATCGAA 
R-GAGGGAACCAGATTGGGGTG 

TGF-β1 
F-ACTGGAGTTGTACGGCAGTG 
R-GGGGCTGATCCCGTTGATTT 

ADRA1A 
F-GGTCTGCTAGAGCCATCCTG 
R-TGATCTTGGTGTCTGCAAGC 

ADRA1B 
F-CGCCCACCAACTACTTCATT 
R-AATGGAGATGGCACATAGGC 

ADRB1 
F-CGGCCTTTCGTGTGTTTAAT 
R-CACACCAAACCTGAGCTGAA 

ADRB2 
F-TGGTTGGGCTACGTCAACTC 
R-TCCGTTCTGCCGTTGCTATT 

ADRB3 
F-GACAGCCTCAAATGCATCCT 
R-CCCAGTCCACACACCTTTCT 

GAPDH 
F-AGTCTACTGGCGTCTTCACC 
R-CCACGATGCCAAAGTTGTCA 

Tabla 1. Secuencia de oligonucleótidos. 

 

Extracción de proteínas 

 Después de 24 horas de inducción, las células fueron tratadas, según 

correspondiera a cada grupo experimental, con NAd (10 nM), glucosa alta (20 mM), 

y/o tamsulosina (50 nM) o pioglitazona (100 nM) en flask T-25. 
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Posteriormente, las células se desprendieron mediante tripsina y se 

realizaron dos lavados con PBS estéril, centrifugando a 4 °C a 2,000 rpm. Las 

células se resuspendieron en frío en 30 μL de tampón RIPA (Sigma-aldrich, R0278) 

con inhibidores de proteasas (Sigma-aldrich, S8820), y se sometieron a cuatro 

agitaciones vigorosas de 10 segundos cada una, con intervalos de reposo de 5 

minutos entre cada agitación. Finalmente, se agitaron suavemente en frío durante 

45 minutos y se centrifugaron a 12,000 rpm por 20 minutos. El sobrenadante 

obtenido se recuperó y se almacenó a −80 °C hasta su posterior análisis.  

 

Western blot 

 La concentración proteica se cuantificó mediante el método de Bradford. Se 

cargaron 20 µg de proteína por carril, las cuales se separaron por SDS–PAGE 

utilizando un gel concentrador al 4% y un gel separador al 12% (Anexo D), mediante 

electroforesis (15 min a 80 V y posteriormente a 110 V hasta que las proteínas 

alcanzaron el final del gel) (Anexo E). 

Posteriormente, las proteínas fueron transferidas a una membrana de PVDF 

mediante transferencia húmeda (12 mA, 24 horas, 4 °C) (Anexo E). 

Las membranas se bloquearon con 5% de leche en TBS-T (Anexo E) durante 

1 hora a temperatura ambiente y posteriormente se incubaron durante la noche a 4 

°C con los siguientes anticuerpos primarios: anti-NF-κB (cabra anti-conejo, 1:1,000; 

Invitrogen, 44-711G) y anti-α-SMA (ratón anti-ratón, 1:1,000; Sigma-Aldrich, 

A5228).Después de tres lavados con TBS-T, las membranas se incubaron durante 

1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios conjugados con 

HRP: cabra anti-conejo (1:3,000; Invitrogen, 31460) y cabra anti-ratón (1:3,000; 

Invitrogen, 31430). Para la normalización se utilizó GAPDH (1:1,000; Invitrogen, 

MA5-15738). 

La detección se realizó mediante el kit Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-

Rad, 170-5060). La cuantificación densitométrica se llevó a cabo utilizando el 
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software ImageJ, y los valores obtenidos se normalizaron con respecto a GAPDH. 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. 

Tras el revelado, las membranas se lavaron dos veces con TBS-T (10 

minutos cada lavado) y una vez con TBS (10 minutos). Posteriormente, se dejaron 

secar y se almacenaron para su uso posterior. 

Se realizaron varios lavados a cada membrana mediante la técnica de 

stripping. Inicialmente, la membrana se activó con metanol (por 10 minutos) y 

posteriormente se realizaron dos lavados con TBS durante 10 minutos. Después, 

se efectuaron dos incubaciones de 10 minutos con glicina ácida (Anexo F), 

seguidas de dos lavados de 10 minutos con TBST. Posteriormente, la membrana 

se bloqueó con una solución de TBST con 5% de leche, y se continuó con los pasos 

habituales de la técnica de Western blot.  

 

Consideraciones éticas de estudio 

Se realizó de acuerdo con el reglamento de ética para el uso de animales en 

la docencia e investigación de la Universidad Autónoma de Aguascalientes (CEADI-

UAA), así como las disposiciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-

1999. 
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Resultados 

Obtención y caracterización de CMs 

 Al día 12 del cultivo primario (Fig. 11-A), se observó una heterogeneidad celular, 

identificándose dos morfologías distintas. La primera, de forma poligonal y formando 

una monocapa, correspondiente a células epiteliales; por otro lado, estrellada y en 

multicapa, propia de las CMs (Fig. 12). Comparativamente, en el día 23, se obtuvo un 

cultivo purificado de CMs, observándose una morfología homogénea (Fig. 11-B). 

 

 

Fig. 11 Cultivo primario de CMs. A) Día 12 de cultivo. Se observa una morfología heterogénea con 
presencia de células mesangiales (CMs, flecha naranja) y células epiteliales (flecha blanca). B) Día 23 
de cultivo. Se observa una morfología homogénea correspondiente a un cultivo purificado de CMs. Las 
imágenes fueron tomadas a 100× mediante microscopía de contraste de fases, utilizando la cámara 
digital AxioCam MRc acoplada al microscopio ZEISS Axiovert 40 CFL. 

  B 
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Fig. 12. Morfología de CMs de cultivo primario. Las células presentan una morfología estrellada, con 
proyecciones espinosas, crecimiento en multicapa y un tamaño mayor a 100 µm. Las imágenes fueron 
obtenidas mediante microscopía de contraste de fases: A) 100× y B–D) 200×, utilizando la cámara 
digital AxioCam MRc acoplada al microscopio ZEISS Axiovert 40 CFL. 

 

En cuanto a la caracterización diferencial, se realizó una inmunofluorescencia 

de marcaje simple en el pase 3, mostrando positividad para los marcadores Thy-1 y α-

SMA. No obstante, la organización de las fibras de α-SMA del citoesqueleto forma 

líneas paralelas de extremo a extremo de la célula (Fig. 13-A,B). 

  B 

    



   
 

49 
 

 

Fig. 13. Caracterización de CMs. A) Positividad para el marcador Thy-1 y B) para α-SMA mediante 
inmunofluorescencia. Las imágenes fueron tomadas a 400× utilizando la cámara digital CoolSNAP-Procf 
acoplada al microscopio ZEISS Axioskop 40. 

 

Modelo experimental en línea celular SV40 MES 13 

 Las CMs de ratón (Mus Musculus) correspondientes a línea celular SV40 MES 

13 son de menor tamaño comparativamente con las obtenidas en cultivo primario de 

rata; además, sus prolongaciones son más cortas, manteniendo ambas una morfología 

estrellada y alargada (Fig. 14-A,B). 

 

Fig. 14. Línea celular SV40 MES13. Se observa una morfología alargada; las células presentan menor 
tamaño y mayor capacidad de proliferación en comparación con el cultivo primario. A) 100× y B) 200×. 
Las imágenes fueron obtenidas mediante microscopía de contraste de fases utilizando la cámara digital 
AxioCam MRc acoplada al microscopio ZEISS Axiovert 40 CFL. 

 En CMs de cultivo primario esta reportado que existe la expresión de receptores 

adrenérgicos del tipo α y β; sin embargo, en la línea celular SV40 MES 13 no ha sido 

  B 

  B 
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reportado previamente, por lo que se realizó una PCR de punto final para comprobar 

la presencia de estos receptores, encontrando la expresión de los receptores AR-α1, 

AR-α2, AR-β1 AR-β2 y AR-β3 (Fig. 15). 

 

Fig. 15. Expresión de receptores adrenérgicos en línea celular SV40 MES13. Se observó la 
expresión de los receptores adrenérgicos α1A, α1B, β1, β2 y β3. 

 

 Además, se realizó la técnica de RT-qPCR para evaluar la expresión génica de 

los receptores adrenérgicos ADRA1A y ADRA2B tras la exposición a distintos 

inductores y/o tamsulosina. La exposición a un medio alto en glucosa indujo un 

incremento en la expresión del gen ADRA1A, con un aumento de 1.36 veces respecto 

al grupo control. La combinación de glucosa con NAd provocó una mayor 

sobreexpresión, alcanzando un incremento de 1.87 veces, mientras que la 

estimulación únicamente con NAd resultó en una elevación de 0.77 veces. 

En contraste, el tratamiento con tamsulosina ejerció un efecto inhibitorio sobre 

la expresión génica de ADRA1A. La co-estimulación con NAd y tamsulosina redujo la 

expresión a 0.424 veces en comparación con el control. De manera similar, en las 

células tratadas con glucosa y NAd, la adición de tamsulosina disminuyó la expresión 

a 0.22 veces, mientras que la exposición simultánea a ambos inductores (glucosa + 

NAd) en presencia de tamsulosina redujo la expresión a 0.564 veces (Fig. 16-A). 

Por el contrario, la expresión de ADRA2B mostró un patrón inverso al observado 

en ADRA1A. La estimulación con NAd indujo una disminución en su expresión (0.516 

veces), mientras que la exposición a glucosa y a ambos inductores aumentó la 

expresión génica a 1.201 y 2.84 veces, respectivamente. En presencia de tamsulosina, 

se observó un incremento de la expresión a 2.535 veces en células tratadas con NAd, 
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y una disminución a 0.164 y 0.719 veces en células tratadas con glucosa o con ambos 

inductores, respectivamente (Fig.16-B). 

Por otro lado, el tratamiento con pioglitazona disminuyó ligeramente la 

expresión de α1-AR (0.73 veces), mientras que la expresión de β2-AR fue similar a la 

observada en el grupo de alta glucosa, mostrando una reducción en su expresión (0.13 

veces). 

 

Fig. 16. Expresión génica de los ADRA1A ADRA2B. A) Expresión del gen ADRA1A. Se observó una 

mayor expresión en el grupo tratado con glucosa y NAd; sin embargo, el tratamiento con tamsulosina 

disminuyó significativamente su expresión. B) Expresión del gen ADRA2B. Se observó una mayor 

expresión en el grupo tratado con tamsulosina y NAd. 

 

Pruebas de Viabilidad/Citotoxicidad 

La activación de las células con NAd y glucosa a distintas concentraciones 

permitió determinar las condiciones óptimas para la viabilidad celular. Las 

concentraciones más efectivas fueron 10 nM de NAd, con una viabilidad del 106.87% 

(*p < 0.05) (Fig. 17-B) y un índice de permeabilidad celular de 2.01 (****p < 0.0001) 

(Fig. 18-A,B), y 20 mM de glucosa, con una viabilidad del 107.10% (*p < 0.05) (Fig. 

17-D) y un índice de permeabilidad de 2.97 (*p < 0.05) (Fig. 18-C,D). No obstante, NAd 

  B 



   
 

52 
 

presentó un efecto citotóxico dependiente de la concentración, siendo más evidente a 

10 μM, donde la viabilidad celular disminuyó a 90.24% y la permeabilidad aumentó a 

3.13 (****p < 0.0001). En contraste, la glucosa mostró un efecto proliferativo a 

concentraciones más elevadas, alcanzando una viabilidad del 110.67% a 25 mM (**p 

< 0.01) y del 115.25% a 30 mM (***p < 0.001) con un índice de permeabilidad celular 

de 3.28 (**p < 0.01) y 3.36 (***p < 0.001) respectivamente. 

En el cultivo primario, al ser activada con NAd (Fig. 17-A) y glucosa (Fig. 17-

C), se observó un efecto similar al de la línea celular; sin embargo, con la NAd, a partir 

de la concentración de 10 µM, se produjo un aumento en la proliferación del 129.11%. 

 

Fig. 17. Prueba de viabilidad para NAd y glucosa. A–B) En el cultivo primario, la NAd mostró un 
comportamiento similar al observado en la línea celular, con excepción de la concentración de 10 µM, 
la cual presentó un efecto proliferativo. La glucosa mostró un comportamiento similar. C–D) En la línea 
celular SV40 MES 13 se observó una mayor activación celular a 10 nM de NAd y 30 mM de glucosa. 
Valores *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001. 

  B 
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Fig. 18. Prueba de permeabilidad celular para NAd y glucosa. Se observó que la menor 
permeabilidad celular se presentó a una concentración de 10 nM de NAd y 20 mM de glucosa. 
Valores *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001. 

 

En la evaluación de proliferación y permeabilidad celular frente a los 

tratamientos con tamsulosina (Fig. 19) o pioglitazona (Fig. 20), no se observó una 

diferencia estadísticamente significativa en la viabilidad celular (Fig. 19-A) tras la 

administración de tamsulosina a distintas concentraciones, manteniéndose 

relativamente constante. No obstante, el índice de permeabilidad celular más bajo se 

registró a 50 nM, con un valor de 1.75, por lo que esta concentración fue seleccionada 

para experimentos posteriores (Fig. 19-B,C). 
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Fig. 19. Prueba de citotoxicidad de Tamsulosina. La concentración de tamsulosina que produce la 
menor proliferación y permeabilidad celular es de 50 nM. Valores **p<0.01 y ****p<0.0001. 

 

En el caso de pioglitazona, la viabilidad celular se mantuvo estable hasta una 

concentración de 100 nM (Fig. 20-A), con un índice de permeabilidad de 0.88 (Fig. 20-

B,C). Sin embargo, a concentraciones de 1 μM y 10 μM, se observó un incremento 

significativo en la viabilidad celular, alcanzando 108.47% (*p < 0.05) y 108.46% (*p < 
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0.05), respectivamente, acompañado de un aumento en la permeabilidad celular a 2.64 

(****p < 0.0001) y 3.63 (****p < 0.0001), respectivamente. Debido a estos valores 

elevados de permeabilidad, dichas concentraciones, aunque frecuentemente 

reportadas en la literatura, fueron descartadas para los siguientes ensayos. 

 

 

Fig. 20. Prueba de citotoxicidad de Pioglitazona. La concentración de pioglitazona que produce la 
menor proliferación y permeabilidad celular es de 100 nM. Valores *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y 
****p<0.0001. 
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El grupo tratado con alta concentración de glucosa mostró el mayor incremento 

tanto en la viabilidad como en la proliferación celular, con un 135.22% de viabilidad 

(****p < 0.0001) respecto al control y una proliferación celular de 4,881.86 células/mm² 

(**p < 0.01), respectivamente, siguiendo con el grupo tratado con NAd, que presentó 

una viabilidad del 118.90% (**p < 0.01) y una proliferación de 3,924.71 células/mm², 

así como el grupo con la combinación de ambos inductores, con 4,266.43 células/mm². 

En contraste, el tratamiento con tamsulosina indujo una mayor disminución en 

la proliferación celular en el grupo expuesto a alta glucosa, con un porcentaje de 

viabilidad celular de 126.91% (Fig. 21-A) y una proliferación de 4,231.83 células/mm² 

(Fig. 21-B), reduciéndose aún más a 3,670.67 células/mm² en el grupo tratado con la 

combinación de inductores. 

Por su parte, la pioglitazona mostró efectos similares a los de la tamsulosina, 

observándose una mayor disminución en el grupo combinado con alta glucosa, con 

una viabilidad celular del 109.90% (**p < 0.01) (Fig. 21-C) y una proliferación celular 

de 4,189.56 células/mm² (Fig. 21-D). Finalmente, en el grupo tratado con la 

combinación de ambos inductores, la viabilidad fue de 112.77%, con una proliferación 

de 3,639.44 células/mm². 
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Fig. 21 Prueba de proliferación celular en los retos de tamsulosina y pioglitazona. A–B) La 
tamsulosina reduce con mayor eficacia la activación de las CMs inducida por alta glucosa. C–D) La 
pioglitazona presenta un efecto similar sobre la activación celular. Valores *p<0.05, ** p<0.01, 
***p<0.001 y ****p<0.0001. 
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Para complementar los resultados anteriores, se realizó un ensayo de viabilidad 

utilizando SYTOX™ Green, marcador específico para la detección de daño en la 

membrana celular. El índice de permeabilidad más elevado se observó en el grupo 

tratado con alta concentración de glucosa, alcanzando un valor de 2.97 (****p < 

0.0001), seguido por el grupo estimulado con NAd con 2.01, y el grupo combinado NAd 

+ glucosa alta, con un valor de 1.72. 

La adición de tamsulosina redujo significativamente el índice de permeabilidad, 

siendo más evidente en el grupo de glucosa alta, con un valor de 2.14 (**p < 0.01) (Fig. 

22-A,B). De manera similar, el tratamiento con pioglitazona también disminuyó el 

índice de permeabilidad celular, alcanzando un valor de 1.00 (Fig. 22-C,D). 
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Fig. 22. Viabilidad celular mediante la prueba de permeabilidad membranal con SYTOXTM green. 
A–B) El tratamiento con tamsulosina y C–D) con pioglitazona disminuyen el daño celular causado por 
NAd y/o alta glucosa. Las imágenes fueron tomadas a 200× mediante microscopía de epifluorescencia 
y contraste de fases utilizando la cámara digital AxioCam MRc acoplada al microscopio ZEISS Axiovert 
40 CFL. Valores *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001. 

 

Actividad de F-actina 

La F-actina es la forma filamentosa de la actina resultante de su polimerización, 

y representa un marcador de la actividad del citoesqueleto. Su detección se realiza 

mediante el reactivo de rodamina-faloidina, detectando la fluorescencia roja, cuya 

intensidad es proporcional al grado de polimerización: a mayor actividad, mayor 

intensidad de fluorescencia. 

En el presente experimento, se observó que el grupo control presentó la mayor 

intensidad de fluorescencia roja, indicando una alta actividad del citoesqueleto. En 

contraste, el grupo tratado con alta concentración de glucosa mostró una disminución 

considerable en esta señal, lo que sugiere una desorganización del citoesqueleto. Por 

otro lado, la combinación de NAd + glucosa alta provocó una disminución moderada 

en la actividad de F-actina. No obstante, los tratamientos con pioglitazona (Fig. 23-B) 

y tamsulosina (Fig. 23-A) aparentemente restauraron la organización del 

citoesqueleto, reflejado en una mayor intensidad de fluorescencia. 
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Fig. 23 Actividad de la F-actina. La glucosa y/o la NAd disminuyeron la actividad del citoesqueleto. 
Por otro lado, los tratamientos con A) tamsulosina y B) pioglitazona mejoraron dicha actividad. Las 
imágenes fueron tomadas a 400×. 
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Superóxido mitocondrial 

 La intensidad de fluorescencia, indicativo de la presencia de superóxido 

mitocondrial; mostró que el grupo expuesto a alta concentración de glucosa presentó 

la mayor positividad, con una unidad de fluorescencia media (UFM) de 3.87 (****p < 

0.0001). En comparación, con NAd mostró una UFM de 2.04 (*p < 0.05), mientras que 

la combinación de ambos inductores alcanzó 2.02 UFM (*p < 0.05). La administración 

conjunta de tamsulosina con NAd redujo la fluorescencia a 1.37 UFM, con glucosa alta 

a 2.20 UFM (**p < 0.01) y con ambos inductores a 1.14 UFM (Fig. 24-A,B). 

 Por otro lado, el tratamiento con pioglitazona en presencia de NAd mostró una 

UFM de 1.36, con alta glucosa de 1.99 y con ambos inductores de 1.55 UFM (Fig. 24-

A,C). 
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Fig. 24 Superóxido mitocondrial. Los inductores NAd y/o glucosa aumentan la producción de 
superóxido mitocondrial; sin embargo, los tratamientos con tamsulosina y pioglitazona la disminuyen 
significativamente. Las imágenes fueron tomadas a 400×. 
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Calcio intracitoplasmático  

 El reactivo Fura-2 AM se empleó para la detección de iones calcio (Ca²⁺) en el 

citoplasma. El grupo tratado con NAd presentó una UFM de 5.57 (****p < 0.0001), 

mientras que el grupo inducido con alta concentración de glucosa alcanzó 2.60 UFM 

(**p < 0.01) y la combinación de ambos inductores 2.97 UFM (**p < 0.01).  

La administración conjunta de tamsulosina con NAd redujo significativamente la 

señal de fluorescencia a 2.23 UFM, con glucosa alta a 1.68 UFM y con ambos 

inductores a 1.33 UFM (Fig. 25-A,B). De manera similar, el tratamiento con 

pioglitazona combinado con NAd disminuyó la fluorescencia a 1.42 UFM, con alta 

glucosa a 1.34 UFM y con ambos inductores a 1.20 UFM, lo que indica una menor 

concentración de calcio citoplasmático (Fig. 25-A,C). 
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Fig. 25 Calcio intracitoplasmático. La NAd induce una mayor liberación de iones calcio al citoplasma; 
sin embargo, tanto la tamsulosina como la pioglitazona disminuyen el daño celular causado por uno o 
ambos inductores. Las imágenes fueron tomadas a 400×. 

 

Expresión de marcadores 

Marcadores inflamatorios 

 Los resultados de inmunofluorescencia y expresión génica demostraron que los 

tratamientos con NAd y alta glucosa inducen una activación significativa de los 

marcadores inflamatorios NF-κB, IL-1β e IL-17 en comparación con el grupo control. 

La tamsulosina redujo de manera consistente la expresión de NF-κB, IL-1β e IL-

17 frente a todos los estímulos, alcanzando niveles cercanos o inferiores a los del 

control, con una mayor disminución en los grupos combinados con NAd + alta 

concentración de glucosa. 

De forma similar, la pioglitazona atenuó significativamente la activación de NF-

κB y, en menor medida, de IL-1β e IL-17, especialmente en las combinaciones con 
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NAd y alta glucosa, donde las expresiones génicas descendieron hasta valores 

mínimos. 

En conjunto, estos resultados indican que tanto la tamsulosina como la 

pioglitazona ejercen un efecto antiinflamatorio, disminuyendo negativamente la vía de 

NF-κB y la expresión de citocinas proinflamatorias en las condiciones de estrés 

metabólico (por alta glucosa) y del SNS (elevación de NAd). 

 

NF-κB 

La expresión de NF-κB fue evaluada a nivel de expresión génica relativa 

respecto al control y síntesis proteica; esta última mediante dos técnicas: 

inmunofluorescencia, expresada como UFM, empleada como un indicador indirecto de 

la abundancia proteica, y análisis por Western blot mediante densitometría, en los 

distintos grupos experimentales. 

En condiciones basales, el tratamiento con tamsulosina mostró una expresión 

génica relativa respecto al control de 6.83 (Fig. 26-H), con una UFM de 2.09 (Fig. 26-

A,C) y un valor densitométrico de 0.78 (Fig. 26-E,F). La estimulación con NAd indujo 

un incremento significativo en la expresión relativa génica de NF-κB (37.33, *p < 0.05), 

acompañado de una UFM de 2.19 (****p < 0.0001) y un aumento en el análisis 

densitométrico (3.57). De manera similar, la exposición a alta glucosa incrementó la 

expresión relativa génica a 20.78, con una UFM de 2.89 (**p < 0.01) y un valor 

densitométrico de 1.06. 

La combinación de NAd y glucosa mantuvo elevados los niveles de expresión 

relativa génica (21.37), con una UFM de 3.09 (**p < 0.01) y un valor densitométrico de 

0.87 (****p < 0.0001), lo que sugiere una respuesta sostenida de activación inflamatoria 

bajo condiciones combinadas. 

En los grupos tratados con tamsulosina en presencia de los inductores, se 

observó una disminución en la expresión de NF-κB. El grupo tamsulosina + NAd 

presentó una expresión génica relativa de 3.06, con una UFM de 1.63 y un valor 

densitométrico de 1.12. Por su parte, el grupo tamsulosina + glucosa mostró una 

expresión génica relativa de 10.55, con una UFM de 1.08 y un valor densitométrico de 
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0.39. Notablemente, el tratamiento combinado de tamsulosina con NAd y glucosa 

redujo de manera más marcada la expresión génica relativa a 1.04, con una UFM de 

1.39 y un valor densitométrico de 0.18. 

En contraste, la pioglitazona mostró una supresión pronunciada de la expresión 

génica basal de NF-κB (0.02) (Fig. 26-I), con una UFM de 0.77 (Fig. 26-B,D) y un valor 

densitométrico de 0.49 (Fig. 26-E,G). En presencia de NAd, la expresión génica 

relativa se mantuvo prácticamente suprimida (0.01), con una UFM de 1.67 y un valor 

densitométrico de 0.47. En el grupo pioglitazona + glucosa, la expresión génica relativa 

fue de 0.08, con una UFM de 1.29 y un valor densitométrico de 0.28. Finalmente, en 

el grupo pioglitazona + NAd + glucosa, la expresión génica relativa fue de 0.09, con 

una UFM de 1.84 y un valor densitométrico de 0.11. 

En conjunto, estos resultados indican que tanto la tamsulosina como la 

pioglitazona atenúan la activación de NF-κB inducida por NAd y alta glucosa, siendo 

la pioglitazona el tratamiento más eficaz en la supresión de la expresión génica 

relativa. Asimismo, la disminución observada en los niveles proteicos, particularmente 

mediante Western blot, respalda su potencial efecto antiinflamatorio. 
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Fig. 26. Expresión de NF-κB. La NAd y la glucosa inducen un aumento en la expresión de NF-κB, 
siendo la NAd el mayor inductor; sin embargo, ambos tratamientos muestran una disminución de su 
expresión en presencia de los fármacos evaluados. A–B) Detección por inmunofluorescencia utilizando 
Alexa Fluor™ 488 como anticuerpo secundario (verde) y Hoechst para la tinción nuclear (azul). Las 
células positivas se indican con flechas blancas. Las imágenes fueron tomadas a 200× utilizando la 
cámara digital CoolSNAP-Procf acoplada al microscopio ZEISS Axioskop 40. C–D) Cuantificación de la 
intensidad media de fluorescencia por campo. E) Expresión proteica de NF-κB determinada por Western 
blot. F) Análisis densitométrico para el tratamiento con tamsulosina. G) Análisis densitométrico para el 
tratamiento con pioglitazona. H) Expresión génica de NF-κB determinada por RT-qPCR para el 
tratamiento con tamsulosina. I) Expresión génica de NF-κB determinada por RT-qPCR para el 
tratamiento con pioglitazona. Valores *p<0.05, **p<0.01 y ****p<0.0001. 
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IL-1β 

 El tratamiento con tamsulosina mostró una expresión génica relativa 

respecto al control de 1.82 (Fig. 27-D), con una UFM de 2.13 (Fig. 28-A,C). Por su 

parte, la estimulación con NAd indujo un incremento marcado en la expresión génica 

relativa de IL-1β (21.58, ****p < 0.0001), con una UFM de 2.51, mientras que la 

exposición a alta glucosa también elevó su expresión génica a 10.75 (**p < 0.01), con 

una UFM de 5.70. 

 En contraste, la combinación de NAd y glucosa mostró una disminución en 

la expresión génica relativa (3.56), con una UFM de 1.34, lo que sugiere una posible 

interacción reguladora entre ambos estímulos sobre la expresión de IL-1β. 

 En los grupos tratados con tamsulosina en presencia de los inductores, se 

observaron efectos variables. El grupo tamsulosina + NAd presentó una disminución 

en la expresión génica (1.44) y en la UFM (1.12). Sin embargo, en el grupo tamsulosina 

+ glucosa se observó un incremento en la expresión génica relativa (14.60, ****p < 

0.0001), acompañado de una UFM de 4.61. Notablemente, el tratamiento combinado 

de tamsulosina con NAd y glucosa mostró una marcada disminución en la expresión 

génica relativa (0.21), mientras que la UFM aumentó considerablemente (7.86, *p < 

0.05), lo que sugiere una posible regulación postranscripcional o acumulación proteica. 

 En contraste, la pioglitazona mostró una expresión génica basal baja (0.19) 

(Fig. 28-F), con una UFM de 3.03 (Fig. 28-B,E). En presencia de NAd, la expresión 

génica relativa se mantuvo baja (0.58), aunque con un incremento en la UFM (5.13, 

**p < 0.01). De manera similar, en el grupo pioglitazona + glucosa, la expresión génica 

relativa fue de 0.20, con una UFM de 4.43 (*p < 0.05). Finalmente, en el grupo 

pioglitazona + NAd + glucosa, la expresión génica relativa permaneció baja (0.18), con 

una UFM de 3.19. 

 En conjunto, estos resultados indican que la tamsulosina y la pioglitazona 

modulan diferencialmente la expresión de IL-1β. Mientras que la pioglitazona mantiene 

una supresión consistente a nivel génico, la tamsulosina muestra efectos dependientes 

del tipo de estímulo. Asimismo, la discrepancia observada entre la expresión génica 
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relativa y la UFM sugiere la participación de mecanismos de regulación 

postranscripcional en la modulación de IL-1β. 
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Fig. 27. Expresión de IL-1β. La NAd y la glucosa inducen un aumento en la expresión de IL-1β, siendo 
la NAd el mayor inductor de la expresión génica. A–B) Detección por inmunofluorescencia utilizando 
Alexa Fluor™ 488 como anticuerpo secundario (verde) y Hoechst para la tinción nuclear (azul). Las 
células positivas se indican con flechas blancas. Las imágenes fueron tomadas a 200× utilizando la 
cámara digital CoolSNAP-Procf acoplada al microscopio ZEISS Axioskop 40. C) Expresión génica de 
IL-1β determinada por RT-qPCR para el tratamiento con tamsulosina. D) Cuantificación de la intensidad 
media de fluorescencia por campo de los grupos de tamsulosina. E) Expresión génica de IL-1β 
determinada por RT-qPCR para el tratamiento con pioglitazona. F) Cuantificación de la intensidad media 
de fluorescencia por campo con pioglitazona. Valores *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 
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IL-17 

La expresión de IL-17 en condiciones basales, el tratamiento con tamsulosina 

mostró una expresión génica relativa de 3.47 (Fig. 28-D), con una UFM de 3.19 (Fig. 

28-A,C). Por su parte, la estimulación con NAd presentó una expresión génica relativa 

de 3.32 (***p < 0.001), con una UFM de 5.80 (**p < 0.01), mientras que la exposición 

a alta glucosa indujo un incremento más marcado en la expresión génica relativa, 

alcanzando un valor de 8.20 (*p < 0.05), con una UFM de 4.34. 

La combinación de NAd y glucosa produjo el mayor incremento en la expresión 

génica relativa de IL-17 (10.69, **p < 0.01), aunque con una UFM de 3.87, lo que 

sugiere una regulación diferencial entre la expresión transcripcional y la abundancia 

proteica bajo estas condiciones. 

En los grupos tratados con tamsulosina en presencia de los inductores, se 

observó una disminución generalizada en la expresión génica relativa de IL-17. 

Específicamente, el grupo tamsulosina + NAd mostró una expresión génica relativa de 

1.94 y una UFM de 2.91, mientras que el grupo tamsulosina + glucosa presentó valores 

de 1.53 y 3.12, respectivamente. Asimismo, el tratamiento combinado de tamsulosina 

con NAd y glucosa mostró una expresión génica relativa de 2.01 y una UFM de 3.69. 

Estos resultados indican que la tamsulosina reduce de manera consistente la 

expresión génica relativa de IL-17; sin embargo, su efecto sobre la expresión proteica 

es menos evidente. 

En contraste, la pioglitazona mostró una expresión génica basal de 1.00 (Fig. 

28-F), con una UFM de 1.07 (Fig. 28-B,E). En el grupo pioglitazona + NAd, se observó 

un incremento notable en la expresión génica relativa (16.58), con una UFM de 1.42. 

De manera similar, la combinación de pioglitazona con NAd y glucosa indujo un 

aumento aún mayor en la expresión génica relativa (17.94), con una UFM de 1.46. Por 

otro lado, en el grupo pioglitazona + glucosa, la expresión génica relativa se mantuvo 

baja (1.30), con una UFM de 1.20. 

En conjunto, estos resultados sugieren que, aunque ambos fármacos modulan 

la expresión de IL-17, la tamsulosina presenta un efecto más consistente en la 

reducción de la expresión génica relativa bajo estimulación con glucosa y/o NAd, 
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mientras que la pioglitazona muestra una respuesta diferencial dependiente del 

estímulo, particularmente en presencia de NAd. Asimismo, la discrepancia observada 

entre la expresión génica relativa y la UFM sugiere la posible participación de 

mecanismos de regulación postranscripcional. 
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Fig. 28. Expresión de IL-17. La glucosa induce una mayor expresión a nivel génico. A–B) Detección 
por inmunofluorescencia utilizando Alexa Fluor™ 488 como anticuerpo secundario (verde) y Hoechst 
para la tinción nuclear (azul). Las células positivas se indican con flechas blancas. Las imágenes fueron 
tomadas a 200× utilizando la cámara digital CoolSNAP-Procf acoplada al microscopio ZEISS Axioskop 
40. C) Expresión génica determinada por RT-qPCR para el tratamiento con tamsulosina. D) 
Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia por campo con tamsulosina. E) Expresión génica 
determinada por RT-qPCR para el tratamiento con pioglitazona. F) Cuantificación de la intensidad media 
de fluorescencia por campo con pioglitazona. Valores * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001. 
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Marcador antioxidante 

 Para analizar la respuesta celular frente a las ROS, se emplearon técnicas de 

inmunofluorescencia y PCR para detectar la expresión de NRF2. La tamsulosina y la 

pioglitazona no mostraron efectos significativos sobre la activación de este factor de 

transcripción. 

Las CMs expuestas a alta glucosa presentaron una respuesta antioxidante 

marcada en comparación con el grupo control, evidenciada por un incremento 

significativo en la expresión génica relativa (11.51 veces) y síntesis proteica (8.91 

veces) de NRF2. En el caso del tratamiento con NAd, se observó un aumento de 6.12 

veces en la expresión génica relativa y de 1.58 veces en la expresión proteica. La 

combinación de ambos estímulos (alta glucosa + NAd) produjo un incremento de 9.73 

veces en la expresión génica relativa y de 5.98 veces en la proteica (****p < 0.0001). 

No obstante, la adición de tamsulosina o pioglitazona a las células inducidas 

con alta glucosa y/o NAd redujo la expresión génica relativa y proteica de NRF2 a 

niveles similares a los del grupo control. Esta disminución fue más evidente en las 

combinaciones con alta glucosa + NAd. En particular, la combinación con tamsulosina 

redujo la expresión proteica a 1.37 veces (Fig. 29-A,C), mientras que con pioglitazona 

disminuyó a 1.48 veces (Fig. 29-B,E). La reducción más marcada en la expresión 

génica relativa se observó en las células tratadas con alta glucosa en combinación con 

tamsulosina (Fig. 29-D), donde disminuyó a 2.15 veces, y con pioglitazona, donde 

alcanzó 0.65 veces respecto al control (Fig. 29-F). 
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Fig. 29. Expresión de NRF2. Se observa un aumento en la expresión de NRF2 tras la exposición a alta 
glucosa o NAd. A–B) Detección por inmunofluorescencia utilizando Alexa Fluor™ 488 como anticuerpo 
secundario (verde) y Hoechst para la tinción nuclear (azul). Las células positivas se indican con flechas 
blancas. Las imágenes fueron tomadas a 200× utilizando la cámara digital CoolSNAP-Procf acoplada 
al microscopio ZEISS Axioskop 40. C) Expresión génica de NRF2 determinada por RT-qPCR para el 
tratamiento con tamsulosina. D) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia por campo para 
el tratamiento con tamsulosina. E) Expresión génica de NRF2 determinada por RT-qPCR para el 
tratamiento con pioglitazona. F) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia por campo para 
el tratamiento con pioglitazona. Valores * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001. 
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Marcadores fibrogénicos 

Los resultados de la síntesis proteica y expresión génica mostraron que tanto la 

NAd como la alta glucosa incrementaron significativamente la expresión de α-SMA y 

Col I en comparación con el control. 

Tanto tamsulosina como pioglitazona atenuaron la expresión de ambos 

marcadores relacionados con fibrosis frente a todos los estímulos, aunque con distinta 

magnitud. Para α-SMA, ambas moléculas disminuyeron la expresión proteica y génica 

inducida por NAd y alta glucosa, siendo pioglitazona la que mostró el mayor efecto 

supresor sobre la expresión génica (valores cercanos a cero en todos los 

tratamientos). 

Para Col I, ambas intervenciones redujeron la expresión frente a NAd, alta 

glucosa y NAd + alta glucosa. La pioglitazona mostró una inhibición más marcada, 

especialmente bajo un medio con alta glucosa, donde los niveles génicos cayeron a 

menos del 1 % del control.  

La tamsulosina mostró un efecto moderadamente inhibitorio sobre TGF-β, 

reduciendo tanto la expresión proteica como la génica frente a los tres estímulos, con 

una mayor disminución en los tratamientos con alta y con la combinación NAd + alta 

glucosa. 

Por su parte, la pioglitazona produjo una inhibición más efectiva al ser inducidas 

con un medio de alta glucosa, pero mantuvo niveles elevados de expresión génica 

cuando se combinó con NAd o con NAd + alta glucosa, lo que sugiere una respuesta 

diferencial y dependiente del tipo de estímulo. 

En conjunto, los resultados confirman que NAd y un medio con alta glucosa 

inducen un fenotipo profibrótico, mientras que tamsulosina y pioglitazona ejercen un 

efecto antifibrótico, disminuyendo la expresión de α-SMA y Col I en condiciones de 

estrés metabólico y sobrestimulación del SNS (Fig. 30-32). 
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TGF-β 

La expresión génica relativa respecto al control del TGF-β en el grupo tratado 

con tamsulosina fue de 1.76, con una UFM de 0.44. En contraste, la exposición a alta 

glucosa incrementó notablemente la expresión génica relativa de hasta 4.94, 

acompañada de un aumento en la UFM a 1.48 (****p < 0.0001). De manera similar, el 

tratamiento con NAd mostró una expresión génica relativa de 1.78 (***p < 0.001) y una 

UFM de 1.31. 

La combinación de alta glucosa y NAd aumentó significativamente la respuesta, 

alcanzando el valor más alto de expresión génica relativa de 9.94 (****p < 0.0001), 

junto con una UFM de 1.54 (**p < 0.01), lo que sugiere un efecto sinérgico entre ambos 

estímulos en la expresión de TGF-β (Fig. 30-A,C,D). 

Por otro lado, el tratamiento con tamsulosina en combinación con NAd redujo la 

expresión génica relativa a 1.56 y la UMF a 0.66. De forma similar, la combinación de 

tamsulosina con glucosa disminuyó la expresión génica relativa a 2.28 y la UFM a 1.12 

(**p < 0.001), en comparación con el grupo de solo alta glucosa. En el grupo tratado 

con tamsulosina, NAd y glucosa, la expresión génica relativa fue de 2.50 y la UFM de 

0.98, disminuyendo su expresión a comparación del grupo de NAd y glucosa (Fig. 30-

B,E,F). 

En cuanto al tratamiento con pioglitazona, se observó una disminución marcada 

en la expresión génica relativa (1.15), aunque con una UFM de 1.14 (*p < 0.05). La 

combinación de pioglitazona con NAd incrementó la expresión génica relativa a 1.77 y 

la fluorescencia a 1.68 (****p < 0.0001). En el grupo de pioglitazona con glucosa (***p 

< 0.001), la expresión génica relativa fue de 0.79 y la fluorescencia media de 1.38, 

mostrando una reducción respecto al grupo de glucosa sola. Finalmente, la 

combinación de pioglitazona, NAd y glucosa presentó una expresión génica relativa de 

1.40 y una fluorescencia media de 0.95. 

En conjunto, estos resultados indican que tanto la tamsulosina como la 

pioglitazona atenúan el incremento en la expresión génica relativa inducido por la 

hiperglicemia y su potenciación por NAd. Este efecto se acompaña de una tendencia 
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a la disminución en la UFM, lo que sugiere un posible efecto modulador sobre la 

síntesis proteica asociada al estrés metabólico.  
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Fig. 30. Expresión de TGF-β. Se observa una mayor activación celular en los grupos tratados con los 
inductores. A–B) Detección por inmunofluorescencia utilizando Alexa Fluor™ 488 como anticuerpo 
secundario (rverde) y Hoechst para la tinción nuclear (azul). Las células positivas se indican con flechas 
blancas. Las imágenes fueron tomadas a 200× utilizando la cámara digital CoolSNAP-Pro acoplada al 
microscopio ZEISS Axioskop 40. C) Expresión génica de TGF-β determinada por RT-qPCR para el 
tratamiento con tamsulosina. D) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia por campo para 
el tratamiento con tamsulosina. E) Expresión génica de TGF-β determinada por RT-qPCR para el 
tratamiento con pioglitazona. F) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia por campo para 
el tratamiento con pioglitazona. Valores *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001. 
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α-SMA 

La expresión de α-SMA fue evaluada a nivel transcripcional y proteico; este 

último mediante dos aproximaciones complementarias: inmunofluorescencia, 

expresada como UFM, utilizada como un indicador indirecto de la abundancia proteica, 

y análisis densitométrico en los distintos grupos experimentales. 

En condiciones basales, el tratamiento con tamsulosina presentó una expresión 

génica relativa de 1.05 (Fig. 31-H), acompañada de una UFM de 13.37 (Fig. 31-A,C) 

y un valor densitométrico de 1.04 (Fig. 31-E,G). La estimulación con NAd incrementó 

la expresión génica relativa de α-SMA a 1.98, con una UFM de 14.81 y un valor 

densitométrico de 1.88 (***p < 0.001). De manera concordante, la exposición a alta 

glucosa indujo un aumento más pronunciado en la expresión génica relativa (3.89), 

acompañado de una UFM de 15.20 y un valor densitométrico de 1.73 (**p < 0.01). 

La combinación de NAd y glucosa resultó en una expresión génica relativa de 

3.04, asociada a una disminución en la UFM (7.47) y un valor densitométrico de 0.99, 

lo que sugiere una posible disociación entre los niveles transcripcionales y proteicos 

bajo condiciones combinadas. 

En los grupos tratados con tamsulosina en presencia de los inductores, se 

observaron efectos diferenciales. El grupo tamsulosina + NAd presentó una expresión 

génica relativa de 1.18, con una UFM de 12.31 y un valor densitométrico de 1.68 (**p 

< 0.01). Por su parte, el grupo tamsulosina + glucosa mostró una expresión génica 

relativa de 2.39, con una UFM de 9.88 y un valor densitométrico de 0.86. En el grupo 

tratado con tamsulosina, NAd y glucosa, la expresión génica relativa fue de 2.20, con 

una UFM de 15.39 y un valor densitométrico de 0.75, evidenciando una reducción a 

nivel proteico pese a la persistencia de niveles transcripcionales relativamente 

elevados. 

En contraste, la pioglitazona indujo una marcada supresión de la expresión 

génica relativa basal de α-SMA (0.14) (Fig. 31-I), con una UFM de 13.46 (Fig. 31-B,D) 

y un valor densitométrico de 0.79 (Fig. 31-E,F). En presencia de NAd, la expresión 

génica relativa se redujo aún más (0.01), con una UFM de 14.78 y un valor 

densitométrico de 0.51. En el grupo pioglitazona + glucosa, la expresión génica relativa 
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fue de 0.08, con una UFM de 12.74 y un valor densitométrico de 1.24. Finalmente, en 

el grupo pioglitazona + NAd + glucosa, la expresión génica relativa fue de 0.09, con 

una UFM de 13.37 y un valor densitométrico de 0.24. 

En conjunto, estos hallazgos indican que la pioglitazona ejerce una inhibición 

más consistente a nivel transcripcional de α-SMA, en comparación con la tamsulosina. 

No obstante, los efectos observados a nivel proteico, evaluados mediante UFM y 

análisis densitométrico, evidenciaron una regulación diferencial dependiente del 

estímulo. Asimismo, la discrepancia entre la expresión génica relativa y los niveles 

proteicos sugiere la participación de mecanismos de regulación postranscripcional en 

la modulación de α-SMA. 
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Fig. 31. Expresión de α-SMA. Se observa una mayor activación celular en los grupos tratados con los 
inductores. El tratamiento con tamsulosina y pioglitazona disminuye la expresión de α-SMA. A–B) 
Detección por inmunofluorescencia utilizando Alexa Fluor™ 594 como anticuerpo secundario (rojo) y 
Hoechst para la tinción nuclear (azul). Las células positivas se indican con flechas blancas. Las 
imágenes fueron tomadas a 200× utilizando la cámara digital CoolSNAP-Pro acoplada al microscopio 
ZEISS Axioskop 40. C) Expresión génica de α-SMA determinada por RT-qPCR para el tratamiento con 
tamsulosina. D) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia por campo para el tratamiento 
con tamsulosina. E) Expresión génica de α-SMA determinada por RT-qPCR para el tratamiento con 
pioglitazona. F) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia por campo para el tratamiento 
con pioglitazona. Valores *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 y ****p < 0.0001. 
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Col-I  

La expresión de Col-I fue evaluada a nivel de expresión génica relativa y 

mediante UFM en los distintos grupos experimentales. En condiciones basales, el 

tratamiento con tamsulosina mostró una expresión génica relativa de 2.21 (Fig. 32-D), 

con una UFM de 1.75 (Fig. 32-A,C). Por su parte, la inducción con NAd incrementó la 

expresión génica relativa de Col-I a 3.24, con una UFM de 1.96, mientras que la 

exposición a alta glucosa indujo un aumento más marcado, alcanzando valores de 

5.04 y 2.93, respectivamente. 

La combinación de NAd y glucosa produjo el mayor incremento observado en 

la expresión de Col-I, con una expresión génica relativa de 5.69 y una UFM de 7.47 

(**p < 0.01), lo que sugiere un efecto sinérgico entre ambos estímulos en la inducción 

de fibrosis. 

En los grupos tratados con tamsulosina en presencia de los inductores, se 

observó una disminución parcial de la expresión de Col I. Específicamente, en el grupo 

tamsulosina + NAd se observó una expresión génica relativa de 3.57 y una UFM de 

1.55, mientras que el grupo tamsulosina + glucosa mostró valores de 4.67 y 3.24, 

respectivamente, por lo que la tamsulosina no disminuyó la síntesis proteica de Col I. 

Notablemente, el tratamiento combinado de tamsulosina con NAd y glucosa redujo de 

forma marcada la expresión de Col-I, alcanzando valores de 2.25 en expresión génica 

relativa y 1.42 en UFM. 

En contraste, la pioglitazona mostró mayor efecto en la reducción de la 

expresión de Col-I. En condiciones basales, este fármaco presentó una expresión 

génica relativa de 0.16 (Fig. 32-F) y una UFM de 1.38 (Fig. 32-B,E). En presencia de 

NAd, la expresión aumentó a 1.83 con una UFM de 1.72; sin embargo, estos valores 

permanecieron por debajo de los observados en los grupos sin tratamiento. En el grupo 

pioglitazona + glucosa, la expresión génica relativa disminuyó notablemente a 0.35, 

con una UFM de 0.72. Finalmente, en el grupo pioglitazona + NAd + glucosa, se 

observó una expresión génica relativa de 1.42 y una UFM de 1.81. 

En conjunto, estos resultados indican que tanto la tamsulosina como la pioglitazona 

atenúan la sobreexpresión de Col-I inducida por NAd y alta glucosa, siendo la 
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pioglitazona el tratamiento más eficaz en la reducción de marcadores fibrogénicos, sin 

embargo, la tamsulosina no controlo la síntesis proteica de Col I. 
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Fig. 32. Expresión de Col I. Se observa una mayor activación celular en los grupos tratados con los 
inductores; sin embargo, el grupo inducido con ambos inductores mostró una mayor síntesis de Col I. 
A–B) Detección por inmunofluorescencia utilizando Alexa Fluor™ 488 como anticuerpo secundario 
(verde) y Hoechst para la tinción nuclear (azul). Las células positivas se indican con flechas blancas. 
Las imágenes fueron tomadas a 200× utilizando la cámara digital CoolSNAP-Pro acoplada al 
microscopio ZEISS Axioskop 40. C) Expresión génica de Col I determinada por RT-qPCR para el 
tratamiento con tamsulosina. D) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia por campo para 
el tratamiento con tamsulosina. E) Expresión génica de Col I determinada por RT-qPCR para el 
tratamiento con pioglitazona. F) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia por campo para 
el tratamiento con pioglitazona. Valores *p < 0.05 y **p < 0.01. 
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Discusión de resultados 

 La ERC constituye una patología de alta relevancia clínica debido a su 

asociación con un incremento en la mortalidad, afectando a más del 60% de la 

población mayor de 80 años (Ruiz-Ortega et al., 2020). Uno de los principales desafíos 

en su manejo radica en la ausencia de tratamiento efectivos, lo cual se atribuye a la 

complejidad de los mecanismos inflamatorios y fibrogénicos subyacentes, 

particularmente en la progresión de las patologías de la ND y la hipertensión (Kang 

et al., 2003; Nastase et al., 2018).  

Actualmente, los tratamientos de primera línea incluyen fármacos dirigidos al 

control de la hiperglucemia, como los inhibidores de SGLT2 y los agonistas del 

receptor GLP-1 (J.-H. Zhao, 2019); así como bloqueadores del RAS, recomendados 

en pacientes con proteinuria o nefropatías de origen hipertensivo (Ruiz-Ortega et al., 

2020). No obstante, estas estrategias terapéuticas únicamente logran ralentizar la 

progresión de la enfermedad y, en muchos casos, requieren dosis elevadas para 

alcanzar un efecto clínico significativo, lo que incrementa el riesgo de efectos adversos 

(Kang et al., 2003; Nastase et al., 2018); por lo que se requiere el desarrollo de nuevas 

alternativas terapéuticas para el tratamiento de la ERC. 

En el presente estudio, se observó que tanto la tamsulosina como la 

pioglitazona presentan un potencial efecto antifibrótico y antiinflamatorio en un modelo 

in vitro de CMs, lo que sugiere su posible utilidad como estrategias terapéuticas 

complementarias. 

Por otro lado, para este proyecto se realizó la caracterización de las CMs 

obtenidas en cultivo primario, lo que adquiere especial relevancia en la ERC asociada 

a DM, una complicación de largo plazo causada por hiperglucemia sostenida 

(Romagnani et al., 2017), caracterizada por alteraciones vasculares y metabólicas 

derivadas de cambios de la matriz extracelular. Dichas alteraciones afectan la retina, 

la vascularización periférica (pie diabético) y órganos altamente irrigados. En riñón, 

inducen la expansión mesangial y acumulación de matriz extracelular, alterando así la 

fisiología glomerular (Esler et al., 1989; Kong et al., 2015; Majumder et al., 2020).  
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Los resultados muestran que, al inicio del cultivo del tejido cortical renal, las 

CMs pueden coexistir con células epiteliales parietales y viscerales, lo que refleja la 

heterogeneidad celular del tejido. La morfología observada (con CMs estrelladas 

formando multicapas y células epiteliales poligonales) coincide con lo reportado por 

Wilson y Stewart, lo que valida el comportamiento fenotípico esperado.  

La obtención de un cultivo purificado de CMs al día 23, en comparación con los 

30 días reportados previamente, sugiere que las condiciones de cultivo empleadas 

aceleraron la purificación celular, posiblemente debido a variaciones en la densidad 

celular inicial o en la composición del medio de cultivo. Cabe destacar que las células 

parietales y viscerales del glomérulo, al no ser de origen mesenquimal, presentan una 

alta sensibilidad a la tripsinización y no sobreviven in vitro por periodos prolongados 

(Rodriguez-Barbero et al., 2000; Wilson & Stewart, 2012). 

Diversos autores han señalado que no existe un marcador específico para las 

CMs, debido a los múltiples fenotipos que pueden desarrollar. No obstante, estas 

células se caracterizan por su positividad para Thy-1, una proteína membranal, y α-

SMA, una proteína citoesquelética, ambas comúnmente utilizadas como marcadores 

de caracterización de las CMs. 

Al igual que lo reportado por Nobiling y Bührle en 1987, los polímeros de α-SMA 

en las CMs de este estudio se organizaron de forma paralela, extendiéndose de un 

extremo del citoplasma al otro (Nobiling & Bührle, 1987; Rodriguez-Barbero et al., 

2000; Wilson & Stewart, 2012). Este patrón, junto con la morfología característica y la 

positividad para Thy-1 y α-SMA, confirma que el cultivo obtenido corresponde a CMs 

purificadas, proporcionando un modelo celular confiable para estudios in vitro. Sin 

embargo, la baja tasa de proliferación del cultivo primario impidió realizar experimentos 

adicionales, por lo que se optó por emplear la línea celular mesangial de ratón SV40 

MES 13. 

El medio con alta glucosa se ha empleado ampliamente como un modelo in vitro 

de la ND, utilizando típicamente concentraciones de 20, 25 y 30 mM (Chen et al., 2018; 

Jie et al., 2020). No obstante, algunos estudios han reportado citotoxicidad a 30 mM 

(Ding et al., 2017). En este trabajo, la exposición de las CMs a dichas concentraciones 
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de glucosa incrementó la proliferación y la permeabilidad membranal, evidenciando el 

daño celular típico de la ND. La concentración de 20 mM mostró un efecto proliferativo 

y permeabilidad membranal sin causar un efecto citotóxico, por lo que fue seleccionada 

para los experimentos posteriores. Dicha concentración equivale a 360.31 mg/dL de 

glucosa, correspondiente a los niveles hiperglucémicos observados en pacientes 

diabéticos descontrolados. 

En el mesangio, la expansión y el aumento de la matriz mesangial son 

consecuencia de la activación de las CMs (Thomas & Ford Versypt, 2022). Por ello, se 

realizaron pruebas de viabilidad y proliferación para determinar su grado de activación. 

Ni la tamsulosina, ni la pioglitazona modificaron la proliferación o viabilidad celular bajo 

condiciones normales. Por lo tanto, per se, los tratamientos de tamsulosina y 

pioglitazona en las concentraciones utilizadas, no generaron daño celular. Estos 

resultados concuerdan con lo reportado por Zhao et al. (2021), quienes observaron 

que la rosiglitazona (perteneciente a la misma familia de las TZD), no afecta la 

viabilidad celular a bajas concentraciones, aunque a dosis elevadas produce toxicidad; 

sin embargo, la pioglitazona incrementa la proliferación celular (D. Zhao et al., 2021). 

En contraste, el medio alto en glucosa y la NAd incrementaron la proliferación de CMs, 

lo que sugiere su activación. 

El ensayo con Sytox Green mostró un mayor número de células con daño de 

membrana en el grupo alta glucosa, en concordancia con lo descrito por Kang et al. 

(2003), quienes atribuyeron este efecto a la apoptosis inducida por las ROS (Kang 

et al., 2003). En nuestro estudio, se observó un incremento de superóxido en las CMs 

tratadas con alta glucosa, mientras que la combinación de alta glucosa con 

tamsulosina o pioglitazona redujo la proporción de células dañadas, indicando un 

posible efecto protector mediado por la regulación de la función mitocondrial (Kamiar 

et al., 2021). 

Por otro lado, el calcio intracelular está relacionado con numerosas funciones 

celulares (Bonventre, 1996; Stockand & Sansom, 1998). Sin embargo, bajo 

condiciones patológicas, un incremento en la concentración de Ca²⁺ intracelular puede 
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inducir apoptosis (Moon, 2023) o necrosis, debido al daño en organelos como las 

mitocondrias o el retículo endoplásmico o necrosis, dañando las mitocondrias o el 

retículo endoplasmático (Dong et al., 2006).  

No obstante, pocos estudios han evaluado los efectos de concentraciones 

elevadas de Ca²⁺ intracelular en CMs inducidas por alta glucosa. En un estudio 

realizado por Saleh et al. (2000), se demostró que altas concentraciones de glucosa 

incrementan el Ca²⁺ intracelular, lo que puede iniciar vías de señalización apoptótica 

(Saleh et al., 2000). De manera consistente con estos hallazgos, en el presente trabajo 

se observó que la exposición a alta glucosa, NAd o la combinación de ambos estímulos 

incrementó la concentración de Ca²⁺ en el citoplasma, lo cual sugiere la presencia de 

daño celular. 

Por otro lado, la hipertensión constituye otra causa importante de la ERC. 

Actualmente, no existe un modelo in vitro establecido en CMs que reproduzca las 

condiciones hipertensivas causadas por una sobreactivación del SNS; por ello, en este 

estudio se utilizó NAd para simular la hipertensión. Hasta el momento, no se ha 

reportado en la literatura una concentración óptima de NAd capaz de inducir la 

activación de las CMs; sin embargo, se sabe que la NAd actúa principalmente sobre 

los receptores α₁-AR (Carrier & White, 1985). Sigala et al (2013), demostraron en 

células estelares hepáticas (CEH) (pericitos funcionalmente análogos a las CMs) que 

la concentración de 10 nM de NAd induce la máxima proliferación (Kostallari & Shah, 

2019; Sigala et al., 2013). 

Dado que los α-AR poseen propiedades proliferativas (Kong et al., 2015; Tsai 

et al., 1995), y su sobreactivación produce estrés en el retículo endoplásmico 

(Abdullahi et al., 2020); se realizó el ensayo de SYTOX Green con el objetivo de 

evaluar el daño celular mediante la permeabilidad de la membrana plasmática, que 

puede ser provocado por el estrés del retículo endoplasmático. Con base en estos 

resultados, se seleccionó una concentración de NAd de 10 nM para los experimentos 

subsecuentes, debido a la relación observada entre el aumento en la proliferación 

celular y la menor permeabilidad de la membrana en las diferentes concentraciones 

de NAd evaluadas. 
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Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la participación de los AR en la 

regulación de metabolismo de la glucosa en CMs, con el propósito de prevenir su 

activación en condiciones de hiperglicemia, situación común en pacientes con ND. 

Estudios previos han demostrado los efectos de la estimulación de receptores α- o β-

AR en CMs; por ejemplo, la activación de α1-AR genera un efecto contráctil, aumenta 

la síntesis de matriz extracelular y promueve una respuesta proinflamatoria (Kong 

et al., 2015; Pawluczyk et al., 2006). Por otro lado, la estimulación de los β-AR (en 

particular β2) modulan la respuesta inmunitaria, incrementa la función y biogénesis 

mitocondrial y optimiza la cadena respiratoria (Kamiar et al., 2021). 

En este estudio se demostró que las CMs SV40 MES 13 expresan diferentes 

subtipos de receptores α- y β-AR, de manera similar a lo reportado en cultivos 

primarios de CMs. De acuerdo con la Figura 16, se observó la expresión de α1-, α2-, 

β1-, β2- y β3-AR en las CMs. La tamsulosina, un antagonista de los receptores α1A- y 

α1D-AR (Chapple & Andersson, 2002) se utiliza comúnmente para tratar la hiperplasia 

prostática benigna; sin embargo, existen pocos estudios que analicen sus posibles 

efectos renoprotectores y sus beneficios potenciales en el control de los procesos 

fibrogénicos observados en la ND. 

En relación con el comportamiento de los receptores α1- y β2-AR en la línea 

celular SV40 MES 13 inducida con NAd y/o alta glucosa, se observó un cambio en su 

expresión: el α1-AR se incrementó, mientras que el β2-AR disminuyó. Este patrón 

coincide con lo descrito por Safi et al. (2014) y Papay et al. (2020), quienes reportaron 

una disminución de β-AR y un aumento de α-AR en células endoteliales inducidas con 

alta glucosa. Por tanto, nuestros resultados sugieren que el incremento de α1-AR en 

las CMs favorecen su activación, promoviendo un estado proinflamatorio y 

profibrogénico (Papay & Perez, 2021; Safi et al., 2014).  

La adición de tamsulosina redujo la expresión de α-AR y restauró la de β-AR, lo 

que indica un posible efecto regulador sobre la activación celular causada por la alta 

glucosa. Por otro lado, la pioglitazona atenuó solo el α1-AR, aunque no logró restaurar 

la expresión de β2-AR, sugiriendo que la disminución de este receptor depende 
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principalmente de la hiperglucemia y ocurre de manera independiente de las vías 

mediadas por PPARγ (Kamiar et al., 2021).  

La regulación del proceso antioxidante celular está controlada por el sistema 

NRF2, el cual es modulado por la proteína Keap1 (Samsu, 2021). En condiciones de 

alta glucosa, las ROS generadas durante la respiración celular incrementan el estrés 

oxidativo (Jasielec et al., 2020), mientras que la activación de la vía del poliol reduce 

la disponibilidad de NADPH, cofactor esencial para la regeneración del glutatión 

reducido (Brownlee, 2005). En consecuencia, las CMs incrementaron la expresión de 

genes antioxidantes en respuesta al aumento de ROS. 

El estrés oxidativo también induce la sobreproducción de citocinas 

proinflamatorias, como IL-1β, que amplifican el estrés oxidativo mediante la activación 

de NF-κB. La activación del sistema NRF2/elementos de respuesta antioxidante (ARE) 

interrumpe este ciclo al inducir genes antioxidantes y antiinflamatorios, entre ellos 

hemo oxigenasa-1 (HO-1), que atenúan el daño y limitan la producción de citocinas y 

quimiocinas proinflamatorias (Ahmed et al., 2017; Samsu, 2021).  

La actividad de NF-κB influye en la vía Keap1/NRF2/ARE a través de varios 

mecanismos: Keap1 media la ubiquitinación y degradación de la quinasa inhibidora del 

factor nuclear kappa-B (IKKB), lo que suprime la activación de NF-κB; mediadores 

inflamatorios como la ciclooxigenasa-2 (COX-2) reaccionan con Keap1 para activar 

NRF2, coordinando la transcripción génica y, simultáneamente, suprimiendo la 

actividad de NF-κB; además, NF-κB compite con NRF2 por el coactivador 

transcripcional CBP (cAMP-response-element-binding protein). En conjunto, estos 

mecanismos evidencian la regulación recíproca entre NRF2 y NF-κB como 

moduladores clave de la inflamación inducida por el estrés oxidativo (Ahmed et al., 

2017; Samsu, 2021). 

El incremento en la expresión de NRF2 observado en las CMs podría deberse 

a la exposición a alta glucosa. Aunque NRF2 ejerce una función citoprotectora, su 

activación excesiva se ha asociado con efectos proapoptóticos, como se ha reportado 

en células β pancreáticas, la sobreexpresión de Keap1 (que suprime NRF2) restaura 
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la proliferación y reduce la apoptosis (He et al., 2019), además se han reportado 

efectos pro-apoptóticos similares de NRF2 en células renales, mediados por 

interacciones con p53 y con las vías mitocondriales (Dai et al., 2023). 

La tamsulosina indujo una disminución en la expresión de superóxido y NRF2, 

lo cual coincide con lo descrito por Sun et al. (2021) en células endoteliales, donde se 

observó que el fármaco disminuye la actividad de NF-κB y por lo tanto, reduce los 

niveles de ROS, NF-κB, IL-6 e IL-8, TGF-β1 y Col I; de manera similar, en este trabajo 

se observó una reducción de NF-κB y TGF-β en CMs tratadas con alta glucosa y/o 

NAd en combinación con tamsulosina, sugiriendo que, al igual que en las células 

endoteliales glomerulares, lo que sugiere un efecto antiinflamatorio y antifibrótico (Sun 

et al., 2021). 

Sin embargo, en condiciones de alta glucosa, la tamsulosina aumentó la 

expresión de IL-1β a pesar de la reducción de NF-κB, lo que podría explicarse por la 

activación de vías independientes de NF-κB, como AP-1 o MAPKs (Sedor et al., 1992; 

Tak & Firestein, 2001). Estos resultados sugieren que, aunque la tamsulosina suprime 

mediadores clásicos de inflamación como NF-κB e IL-17, la expresión de IL-1β se 

mantiene mediante mecanismos transcripcionales alternativos, los cuales podrían 

modular las actividades contráctiles y proliferativas de estas células inducidas por alta 

glucosa. Dado que son pocos los estudios que han explorado las actividades 

antiinflamatorias y antifibrogénicas asociadas, se requieren investigaciones 

adicionales centradas en las vías de señalización implicadas. 

Por otro lado, los efectos antiinflamatorios y antifibrogénicos de la pioglitazona 

han sido reportados previamente en modelos in vivo (Ko et al., 2008; Ueta et al., 2004). 

En el presente trabajo, también se corroboró que ejerce dichos efectos 

antiinflamatorios y antifibróticos en CMs; no obstante, se requieren estudios in vitro 

adicionales para comprender las vías de señalización involucradas. 

En cuanto a la organización del citoesqueleto, se ha reportado que en líneas de 

fibroblastos la polimerización de F-actina disminuye, mientras que la expresión de α-

SMA aumenta cuando estas células son estimuladas con TGF-β, lo que produce su 
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diferenciación al fenotipo miofibroblastico (Maruri et al., 2022). De manera análoga, en 

este trabajo se observó un posible cambio fenotípico en el tipo de actina expresada 

por las CMs, lo que sugiere que existió un cambio al tipo miofibroblasto. 

Al ser inducidas las CMs con el medio de alta glucosa, presentaron una 

disminución en la polimerización de G-actina a F-actina, acompañada por un 

incremento en la expresión génica y proteica de α-SMA. Además, la respuesta de los 

canales de calcio se incrementó en respuesta a este inductor, lo cual se correlaciona 

con un posible cambio fenotípico del citoesqueleto, aumentando la expresión de las 

fibras contráctiles. Estos resultados demuestran que las CMs fueron fuertemente 

activadas por el medio alta glucosa y NAd, corroborando los hallazgos previos 

relacionados con las respuestas proinflamatorias y profibrogénicas descritas en estas 

células (Stephenson et al., 1998a).  

Adicionalmente, la presencia de F-actina y el aumento del área celular de las 

CMs proporcionan información sobre el estado de hipertrofia celular, lo cual se asocia 

con la desorganización del citoesqueleto (fibras de actina), el incremento del área 

celular y la disminución de F-actina (Dubus et al., 2003; Stephenson et al., 1998b; Z. 

X et al., 1997). Por lo tanto, se confirmó que la glucosa indujo hipertrofia celular, 

hallazgo que ya ha sido reportado previamente (Jh et al., 1998; W. X et al., 2015). No 

obstante, este estudio demuestra por primera vez que tanto la tamsulosina como la 

pioglitazona reducen la hipertrofia celular en CMs expuestas a alta glucosa. 

En CMs no se han reportado estudios que evalúen la hipertrofia inducida por 

NAd. Sin embargo, en un estudio realizado en cardiomiocitos se observó que la NAd 

induce también hipertrofia celular (Simpson, 1983). Cabe destacar que los 

cardiomiocitos, al igual que las CMs, comparten características propias de células de 

músculo liso. Sin embargo, al combinar un medio alto en glucosa con NAd, no se 

observó una disminución ligera en la actividad de la F-actina en comparación con las 

células estimuladas únicamente con NAd o con alta glucosa. Este resultado sugiere la 

posible existencia de un mecanismo compensatorio cuando ambos inductores están 

presentes. Por lo tanto, se requieren experimentos adicionales que permitan 

esclarecer las bases de este fenómeno. Una posible hipótesis es la participación de 
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los β-AR en la regulación del metabolismo de la glucosa, lo que podría modular la 

respuesta celular observada. 

Respecto a la actividad oxidante, inflamatoria y fibrogénica de las CMs 

activadas por NAd, no existen reportes previos en modelos in vitro. Sin embargo, en el 

presente estudio se observó que la NAd incrementó la síntesis de superóxido 

mitocondrial, lo que sugiere la inducción de estrés mitocondrial, acompañado de una 

sobreexpresión de NRF2. No obstante, se identificó nuevamente un patrón que sugiere 

la presencia de un mecanismo regulador en las CMs cuando son estimuladas 

simultáneamente con ambos inductores. Este fenómeno no ha sido descrito 

previamente en la literatura; por lo tanto, se requieren estudios adicionales que 

permitan esclarecer los mecanismos responsables de la ausencia de un efecto 

sumatorio o sinérgico en la expresión de estos marcadores. 

En otras estirpes celulares, como en las CEH, se ha descrito que la exposición 

a NAd aumenta la actividad de marcadores inflamatorios (IL-8 y NF-κB) y fibrogénicos 

(Col I) (Sancho-Bru et al., 2006; Tang et al., 2022). De manera similar, en las células 

SV40 MES 13 se observó un incremento en la expresión de los marcadores NF-κB, IL-

1β, IL-17, TGF-β, α-SMA y Col I, lo cual confirma la activación de los AR en respuesta 

a la NAd. 

Por otro lado, los tratamientos farmacológicos redujeron la transdiferenciación 

de las CMs inducida por alta glucosa. Estudios previos han reportado los efectos 

antifibróticos y antiinflamatorios de la tamsulosina en modelos de lesión hepática y 

pulmonar (Alabdali & Ibrahim, 2023; Medina-Pizaño et al., 2025); no obstante, su 

efecto sobre las CMs bajo condiciones de alta glucosa no había sido explorado con 

detalle. Los resultados de este trabajo demuestran que tanto la tamsulosina como la 

pioglitazona modulan la expresión de los AR, las citocinas proinflamatorias (IL-17, NF-

κB) y los marcadores fibrogénicos (α-SMA), sugiriendo su potencial papel en la 

reducción del estrés inducido por la hiperglucemia. 

Cabe destacar que la tamsulosina no redujo significativamente la expresión de 

Col I en las CMs bajo condiciones de alta glucosa (alta glucosa: 5.04 veces; alta 
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glucosa y tamsulosina: 4.67 veces), lo que indica un impacto mínimo en comparación 

con el grupo alta glucosa. Esto podría reflejar la capacidad de las CMs para adoptar 

distintos fenotipos en respuesta a los estímulos: células quiescentes que mantienen la 

homeostasis glomerular, células activadas que expresan marcadores inflamatorios y 

fibrogénicos, y células inactivadas que conservan un estado semi-activado con 

expresión residual de α-SMA y Col I, pero sin un efecto patológico (Stephenson et al., 

1998). La tamsulosina podría favorecer un cambio hacia este fenotipo inactivado bajo 

condiciones de alta glucosa, modulando la activación mesangial sin suprimir 

completamente la expresión de los marcadores fibrogénicos. 

Asimismo, cuando las CMs fueron estimuladas con NAd junto con la 

tamsulosina, se observó una disminución en la expresión de Col I y una respuesta 

antiinflamatoria, lo que sugiere que el efecto se debe a su antagonismo competitivo 

sobre los α-AR, evitando la unión de la NAd (Pourmand et al., 2016). Aunque la 

tamsulosina mostró efectos antiinflamatorios y antifibrogénicos en ambos modelos de 

inducción, su eficacia fue mayor en un medio con alta glucosa que en el estimulado 

con NAd. 

 Además, se ha reportado previamente el efecto antiinflamatorio y 

antifibrogénico de la pioglitazona (Ko et al., 2008; Ueta et al., 2004). En otro estudio 

elaborado por Isshiki, et al. (2000), se demostró que la troglitazona ejerce efectos 

antifibrogénicos en el glomérulo (Isshiki et al., 2000); sin embargo, no existen trabajos 

previos sobre el efecto de la pioglitazona cuando las células son estimuladas con NAd. 

En el presente estudio también se observó que la pioglotazona posee efectos 

antiinflamatorios y antifibróticos; aunque su eficacia fue mayor bajo condiciones de alta 

glucosa. 

Estos hallazgos coinciden con los resultados previos de Morones J. et al. (2024), 

quienes demostraron que ambos tratamientos disminuyen los marcadores 

histopatológicos de inflamación y fibrosis, confirmando un efecto renoprotector de 

ambos tratamientos en un modelo in vivo de ND (Morones et al., 2024). 
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Debido a la limitada evidencia sobre la liberación de Ca²⁺ citoplasmático en CMs 

estimuladas con NAd, se consideraron estudios realizados en células de músculo liso, 

las cuales comparten características funcionales con las CMs. En este sentido, 

Shogakiuchi, et al. (1986) demostraron que la activación de α-AR en células de 

músculo liso incrementa la liberación de Ca²⁺ citoplasmático de manera dosis-

dependiente (Shogakiuchi et al., 1986). Este comportamiento es comparable con lo 

observado en las CMs en el presente estudio, donde también se registró un aumento 

en la liberación de Ca²⁺. En contraste, los tratamientos evaluados redujeron la 

liberación de Ca²⁺ citoplasmático, lo que sugiere que estas intervenciones podrían 

atenuar el daño celular inducido por la alta glucosa y la NAd. 

 

Conclusiones 

Tanto la tamsulosina como la pioglitazona atenúan la activación de las CMs 

inducida por alta glucosa y NAd al reducir el estrés oxidativo, la proliferación y la 

hipertrofia celular. Cabe destacar que la pioglitazona mostró una eficacia superior a la 

tamsulosina, al disminuir de forma significativa la expresión génica y proteica de 

marcadores inflamatorios y fibrogénicos (TGF-β, α-SMA y Col I). En conjunto, estos 

resultados sugieren que ambos fármacos pueden actuar como agentes 

renoprotectores frente a la activación mesangial y al remodelamiento glomerular 

inducidos por la hiperglucemia y la hiperactividad del SNS. 

Por otro lado, al combinar ambos inductores se observó un posible mecanismo 

regulatorio aún no descrito, lo que sugiere la participación de los receptores β-AR en 

esta respuesta. No obstante, se requieren estudios adicionales que permitan 

esclarecer los mecanismos responsables de esta regulación.  
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Anexo A 

Reactivo Molaridad gramos 

Cloruro de Calcio 
dihidratado 

0.0018 0.26 

Sulfato de Magnesio 
heptahidratado 

0.00081 0.2 

Cloruro de Potasio 0.005 0.4 

Bicarbonato de sodio 0.026 2.2 

Cloruro de Sodio 0.117 6.8 

Fosfato de Sodio 

Monobásico 

Monohidratado 

0.001 0.14 

D-glucosa 0.006 1 

Rojo fenol 0.00003 0.01 
Tabla 2. Preparación del buffer Earle's Balanced Salt Solution (EBSS). 

Nota: Aforar a 1L, el pH debe ajustarse a 7.0. 

 

 

Anexo B 

Antibiótico-Antimicótico 

(penicilina / estreptomicina) 
2X (20µL/1mL) 

Suero Fetal Bovino 
20% al inicio del cultivo primario, 10% 

en los siguientes pases 

Aforar con RPMI 1640 50mL 

Tabla 3. Medio de cultivo RPMI 1640 suplementado. 

Nota: Aforar a 50mL. 

 

 

 

 

 



   
 

 

Anexo C 

Cloruro de sodio (NaCl) 80.0 g 

Fosfato de Potasio Monobásico 

(KH2PO4) 
2 g 

Fosfato de sodio dibásico 

dodecahidratado (Na2HPO4) 
29 g 

Cloruro de potasio (KCl) 
2 g 

 

Agua destilada  

Tabla 4. PBS. 

Nota: Aforar a 1 L, el pH debe ajustarse a 7.0. 

 

 

Anexo D 

Gel 12% separador (1 gel) Gel 4% concentrador (2 geles) 

Agua destilada 1.87 mL Agua destilada 3 mL 

Acrilamida 2.2 mL Acrilamida 650 μL 

Tris 1.5 M pH 8.8 1.43 mL Tris 0.5 M pH 6.8 1.25 mL 

SDS 10% 55 μL SDS 10% 50 μL 

PSA 10% 55 μL PSA 10% 40 μL 

TEMED 5 μL TEMED 6 μL 

Tabla 5. Preparación geles para Western blot. 

  



   
 

 

 

Anexo E 

10X 1X 

Buffer de corrida 

Tris base 250 mM 30 g Buffer de corrida 10X 100 mL 

Glicina 1.92 M 144.13 g Agua destilada  900 mL 

SDS 1% 10 g  1.25 mL 

Buffer de transferencia 

Tris base 250 Mm 30 g Buffer de transferencia 10X 100 mL 

Glicina 1.92 M 144.13 g Metanol 200 mL 

  Agua destilada  700 mL 

TBS, ajustar pH 7.6 

Tris base 200 Mm 24.3 g TBS 10 X 100 mL 

Cloruro de sodio 

(NaCl) 

80 g Agua destilada 
900 mL 

TBS-T 

  TBS 10X 100 mL 

  Tween-20 500 μL 

  Aforar con agua destilada  

Tabla 6. Buffers utilizados para la técnica de Western blot. 

 

Anexo F 

Glicina 7.5 g 

Acetato de magnesio tetrahidratado 

(Mg(CH3COO)2·4H2O) 
4.3 g 

Cloruro de Potasio (KCl) 3.7 g 

Agua destilada 800 mL 

Tabla 7.Buffer glicina ácida. 

Nota: Aforar a 1L, ajustar el pH debe ajustarse a 2.2. 
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