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Resumen

La proteina relacionada con la paratirina (PTHrP) y su re-
ceptor tipo 1 (PTHIR) se expresan ampliamente en el ri-
fién, tanto a nivel glomerular como tubular, donde es capaz
de modular la funcién renal. Recientemente hemos anali-
zado el posible papel de esta proteina en un modelo expe-
rimental de nefropatia diabética (ND).

Utilizando ratones CD1 controles y ratones transgénicos,
con sobreexpresion renal de PTHrP, hemos observado que
con ND hay un incremento significativo en la expresion
del sistema renal de PTHrP/PTHIR tanto a nivel glomeru-
lar como tubular. Esta activacion se asocio con el desarro-
llo de hipertrofia y proteinuria. Asimismo, el analisis de
regresion logistica puso de manifiesto que en los anima-
les con mayor expresion renal de PTHrP y PTHIR hay un
riesgo mayor de desarrollar proteinuria.

En estudios in vitro, observamos que una elevada concen-
tracion de glucosa incrementa la expresion del sistema
PTHrP/PTHIR en células glomerulares (podocitos y célu-
las mesangiales) y en tubuloepiteliales mediante un meca-
nismo que implica a la angiotensina II.
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La PTHrP, factor capaz de modular la hemodindmica glo-
merular, podria ademas participar en la fisiopatologia aso-
ciada a la hiperfiltracion glomerular. Datos preliminares
de nuestro grupo sefialan que la PTHrP, a través p27Xie!
(regulador negativo del ciclo celular), forma parte de los
mecanismos moleculares implicados en la hipertrofia del
rifién diabético.

Por otra parte, hemos observado un aumento de PTHrP en
el glomérulo de pacientes diabéticos, proporcionando las
primeras evidencias de la implicacion de la PTHrP en la
patologia renal humana.

Finalmente, la infiltraciéon de macrofagos en el rifidon dia-
bético ha sido motivo de renovado interés y recientemente
se ha demostrado acciones proinflamatorias/profibrogéni-
cas de la PTHrP, efectos que favorecerian el proceso infla-
matorio asociado a la ND. Estos hallazgos indican a la
PTHrP como un nuevo agente involucrado en los cambios
renales asociados a la diabetes.

Palabras clave: Sistema PTHrP/PTHIR. Angiotensina II.
Nefropatia diabética.

PARATHYROID-RELATED PROTEIN: A NEW
MEDIATOR IN DIABETIC NEPHROPATHY

Abstract

Parathyroid-related protein (PTHrP) and its type 1 receptor
(PTHI1R) are abundantly present in the kidney, where they
appear to act as a local regulating factor at the vascular,
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glomerular and tubular levels. We recently studied the pos-
sible role of this protein in an experimental model of dia-
betic nephropathy (DN).

Using CD-1 mice as controls and transgenic mice with
chronic PTHrP overexpression in the kidney, we observed
a significant increase in activation of the renal
PTHrP-PTHIR system at both the glomerular and tubular
levels. This activation was associated with the develop-
ment of renal hypertrophy and proteinuria. Logistic re-
gression analysis revealed that animals with higher PTHrP
and PTHIR levels had a greater risk of developing pro-
teinuria.

In vitro studies revealed that high glucose concentrations
increased both PTHrP and PTH1R expression in tubuloepi-
thelial, podocyte and mesangial cells through a mecha-
nism suggesting angiotensin II activation.

In addition to being able to modulate glomerular hemody-
namics, PTHrP could also play a role in the physiopatho-
logy of glomerular hyperfiltration. Preliminary data from
our group indicate that through p27%i! (a negative cell
cycle regulator), PTHrP forms part of the molecular mecha-
nisms involved in hypertrophy of the diabetic kidney.
Moreover, we observed upregulation of PTHrP in the
glomeruli of diabetic patients, providing the first evidence
of the participation of this protein in human renal disease.
Finally, macrophage infiltration in the diabetic kidney has
renewed interest in this phenomenon and PTHrP has been
shown to have proinflammatory/profibrogenic effects, fa-
voring the inflammatory process associated with DN.
These findings suggest the role of PTHrP as a new medi-
ator in the renal changes associated with diabetes.

Key words: PTHrP/PTHIR system. Angiotensin II. Dia-
betic nephropathy.

Introduccion

La proteina relacionada con la paratirina (PTHrP) y
su receptor PTHIR estan en el rindn, donde tienen
capacidad de modular la funcion renal'. Estudios
pioneros de Soifer et al?, en los afios noventa, impli-
caron a la PTHrP en los mecanismos de dafio y/o re-
paracion del epitelio tubular tras el fracaso renal agu-
do isquémico. Desde entonces, la mayoria de las
investigaciones, si no todas, se han centrado en el

estudio de nefropatias experimentales caracterizadas
por lesion tubulointersticial.

Recientemente, en nuestro grupo nos hemos plan-
teado que la implicacion de la PTHrP en la patolo-
gia renal pudiera estar no so6lo limitada a enfermeda-
des renales con afeccion tubular, sino también en
enfermedades glomerulares, como es el caso de la
nefropatia diabética (ND)?3.

La ND, principal causa de la enfermedad renal croni-
ca en los paises desarrollados, se caracteriza por una
fase inicial de hipertrofia tanto glomerular como tu-
bular, seguida por un incremento de la excrecion uri-
naria de albumina (EUA), acompaiada por la pérdi-
da progresiva de la funcion renal*”’.

Nuestro grupo ha estudiado los posibles cambios de
expresion de la PTHrP en el rifion diabético utili-
zando un modelo de DM-1 inducido por la estrepto-
zotocina®. Este modelo, considerado “el caballo de
batalla” para los estudios experimentales en el cam-
po de la ND, se caracteriza por el desarrollo, de for-
ma rapida, de hipertrofia renal e incremento en la
EUA%?.

En los ratones diabéticos, observamos, en el rifidn,
un incremento significativo en la expresion (protei-
ca) de PTHrP y de su receptor PTH1R (comun para
PTH y PTHrP), a partir de las 2 semanas de la induc-
cion de la diabetes, que se mantuvo durante las 8 se-
manas del estudio®. Ademas, el estudio inmunohisto-
logico renal en los animales diabéticos mostrd una
intensa tincion de ambas proteinas, tanto glomerular
como tubular.

Es interesante destacar que, a diferencia de los ani-
males sanos, los tiibulos de los rifiones diabéticos
presentaron tincién de PTHrP a nivel nuclear. En los
ultimos afios se ha reconocido un dominio de locali-
zacion nuclear (NLS), situado en la region 88-106 de
PTHrP. Estos hallazgos indican acciones intracrinas
de la PTHrP en el rifion diabético!®!!,

Mediante una aproximacion in vitro, observamos
que células renales, cultivadas en un medio con ele-
vada concentracion de glucosa (25 mM), presentan
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un incremento en la expresion (proteica) de la
PTHrP y del PTHIR tanto en células tubuloepitelia-
les como en células mesangiales y en podocitos. La
sobreexpresion de PTHrP, pero no del PTHIR, fue
inhibida por el losartan, un inhibidor de los recepto-
res AT de la angiotensina II (Ang II). Este ultimo
hallazgo indica que la activacion de la Ang II, he-
cho ampliamente estudiado en la ND'%!3, podria te-
ner como “diana mediadora” el sistema PTHrP/
PTHIR, del mismo modo que el observado en el
fracaso renal agudo'®. Sin embargo, también hay da-
tos que indican que hay mecanismos independientes
de los receptores AT, que podrian ser los causales
del aumento de expresion del PTHIR inducido por
una elevada concentracion de glucosa en estas célu-
las. En este sentido, estudios llevados a cabo en un
modelo experimental de infusion de Ang II en rata
demuestran un aumento de PTHrP y de PTHIR en
el parénquima renal. Sin embargo, este agente vaso-
activo no es capaz de ejercer un efecto similar, con
respecto al PTHIR, en células mesangiales de rata
ni en células tubuloepiteliales de raton (MCT) in vi-
tro'>. Asi, los mecanismos implicados en el aumento
de PTHIR en el rindn diabético son, hasta el mo-
mento, desconocidos.

Estos datos en conjunto indican que se debe incluir
también entre las alteraciones fisiopatologicas ca-
paces de activar el sistema renal de PTHrP/PTH1R
una alta concentracién de glucosa. Por otro lado, la
PTHrP parece ser capaz de actuar de forma auto-
crina/paracrina asi como intracrina, en el rifién dia-
bético.

Cambios morfoldgicos en la nefropatia
diabética: hipertrofia renal y PTHrP

Se analizaron las consecuencias funcionales de la so-
breexpresion cronica de la PTHrP3. Para ello se uti-
lizaron ratones controles y animales transgénicos con
sobreexpresion de PTHrP en el tubulo proximal. Ob-

servamos un incremento en el indice de hipertrofia
renal en los animales diabéticos con sobreexpresion
constitutiva de PTHrP comparado con los ratones
controles sin sobreexpresion constitutiva de PTHrP.
Aunque los mecanismos asociados a la hipertrofia
renal en la ND son todavia poco conocidos, la Ang 11
y el factor de crecimiento transformador beta
(TGF-B) parecen tener un papel relevante en esta
condicion'?. Una elevada concentracion de glucosa
es capaz de estimular la expresion de TGF-3;; este
factor puede transformar un estimulo mitogénico en
hipertréfico en células tubuloepiteliales en culti-
vo!6-1° En este sentido, la PTHrP es un factor mito-
génico para las células tubuloepiteliales proximales,
y ha mostrado actuar como efector del TGF-B; al
menos en algunos tipos celulares?*-22,

Por otra parte, la PTHrP parece ser un importante
factor regulador de la hemodindmica glomerular, y
podria participar en la fisiopatologia asociada a 1a hi-
perfiltracion glomerular, favoreciendo el desarrollo
de la hipertrofia renal en la diabetes?’.

En los ultimos afios, el estudio**?* de los mecanis-
mos moleculares asociados al desarrollo de la ND
se ha centrado en el inhibidor de las cinasas de-
pendientes de ciclinas p27%iP!. Este modulador del
ciclo celular parece tener un papel fundamental en
el desarrollo de la hipertrofia celular glomerular en
la ND?*25, Estudios preliminares de nuestro grupo
han mostrado, tanto en células mesangiales hu-
manas como en podocitos de raton, que la sobre-
expresion de p27%¥! inducida por una elevada con-
centracion de glucosa, se inhibe en presencia de
anticuerpos neutralizantes de la accion de PTHrP.
Estos hallazgos, preliminares, pondrian de ma-
nifiesto un mecanismo molecular por el cual la
PTHrP participa en el proceso hipertréfico asocia-
do al rifion diabético?%?7.

Adicionalmente, hemos encontrado un aumento de
PTHrP en el rifion de pacientes diabéticos, lo que
proporciona las primeras evidencias de la implica-
cion de la PTHrP en la patologia renal humana?’.
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Cambios funcionales en la nefropatia
diabética: proteinuria y PTHrP

Los animales diabéticos con sobreexpresion de
PTHrP mostraron un incremento significativo en la
EUA, asociado a un descenso significativo de protei-
nas plasmaticas, en comparacion con los animales
diabéticos sin sobreexpresion constitutiva de PTHrP.
En este sentido, el andlisis por regresion logistica
mostrd un riesgo de desarrollar proteinuria 6 veces
mayor en los animales con mayor expresion de
PTHrP y PTHIR?,

Progresion del dafio renal
en la nefropatia diabética:
inflamacién y PTHrP

Junto con la expansion de la matriz del mesangio
glomerular y la fibrosis intersticial, la infiltracion
de macréfagos, tanto glomerular como tubulointers-
ticial, es una caracteristica que ha sido ampliamente
documentada en la ND durante los ultimos afios?>%°.
Asi, biopsias procedentes de pacientes con ND
muestran que las células inflamatorias se asocian a la
progresion del dafio renal y la fibrogénesis®.
Estudios desarrollados por Mesah-Brown et al3! en
modelos animales de ND han revelado que la infil-
tracion de células mononucleadas en el parénquima
renal (el glomérulo es el lugar mas afectado) se aso-
cia con la liberacion local de citocinas proinflamato-
rias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
y 6xido nitrico. En estos estudios, el incremento de
las concentraciones de TNF-«, tanto tisulares como
urinarias, se correlaciona positivamente con la EUA,
lo que indica la implicacion del TNF-a en el de-
sarrollo de microalbuminuria’!.

Elegantes estudios clinicos de Navarro et al3?-4, en
pacientes con diabetes mellitus de tipo 2, han demos-
trado que desde estadios tempranos de la ND hay
marcadores inflamatorios plasmaticos y urinarios

que se correlacionan, de forma significativa e inde-
pendientemente, con la EUA. Estos autores observa-
ron que la excrecion urinaria de TNF-a se incremen-
taba significativamente con la progresién de la
enfermedad, asi la media de las concentraciones uri-
narias de TNF-a eran de 7 pg/mg en los sujetos con
una excrecion normal de albimina, de 13 pg/mg en
los pacientes con microalbuminuria y de 18 pg/mg
en los sujetos con albuminuria. La excrecion urinaria
de TNF-a no se correlaciond con sus concentracio-
nes plasmaticas, lo que indica que esta citocina po-
dria estar producida en el propio rifion.

En este contexto, el aumento del sistema renal
PTHrP/PTHIR en el ND podria favorecer la progre-
sion del dafio renal en el rifion diabético. Desde una
perspectiva fisiopatoldgica, la PTHrP es un potente
vasorrelajante y puede interaccionar con factores va-
soactivos y afectar, como se comento anteriomente, a
la permebilidad y la hemodindmica glomerular?333-37,
Estos efectos parecen ocurrir por su interaccion con
PTHIR y posterior activacion de la via de sefaliza-
cion intracelular de NO/guanosinmonofosfato cicli-
co*®. Ademas, debido a las caracteristicas proinfla-
matorias/profibrogénicas de la PTHrP, incluida la
induccioén de la proteina quimiatrayente de monoci-
to/macrofago (MCP)-1 e interleucina (IL)-6 en varios
tipos celulares’®*!, podria favorecer el proceso infla-
matorio asociado al desarrollo de la enfermedad.

Es tentador especular que cualquiera de estos meca-
nismos podria contribuir a la relacion entre el siste-
ma PTHrP/PTHIR y la proteinuria en el modelo dia-
bético. En cualquier caso, todos estos datos indican
que cambios en el sistema renal PTHrP/PTHIR tie-
nen un valor predictivo en el desarrollo de proteinu-
ria en la ND experimental.

Aunque el modelo de STZ tiene sus limitaciones
para estudiar los cambios histomorfologicos a largo
plazo en el rifion diabético®?, estos resultados pudie-
ran tener implicaciones fisiopatoldgicas, ya que las
concentraciones de proteinuria tienen un gran valor
predictivo en la ND*%,
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En resumen, todos estos datos muestran que el sis-
tema renal PTHrP/PTHIR estd aumentado durante
la diabetes experimental en ratones, y este aumento

parece favorecer la progresion del dafio renal en la

diabetes.

La Ang I1, principal péptido efector del sistema reni-

na-angiotensina, parece estar implicada en el aumen-
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