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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada por hiperglucemia
persistente, derivada de alteraciones en la secrecion o accion de la insulina (American
Diabetes Association, 2020). En México, esta enfermedad representa un problema de salud
publica debido a su alta prevalencia y a las complicaciones asociadas, entre las que destaca
la nefropatia diabética, una de las principales causas de insuficiencia renal cronica (Gonzalez-

Villalpando et al., 2020).

El rifion desempefia un papel fundamental en la regulacion de la glucosa mediante su
filtracion y reabsorcion en el tubulo proximal, proceso mediado por los cotransportadores
sodio-glucosa SGLT-1 y SGLT-2 (Vallon et al., 2011). En condiciones de hiperglucemia
sostenida, la expresion de estos transportadores puede incrementarse, contribuyendo a la

sobrecarga tubular y al desarrollo de dafio renal (Zelniker & Braunwald, 2018).

Por ello, el estudio de biomarcadores proteicos en modelos experimentales permite
comprender los mecanismos moleculares involucrados en la progresion de la nefropatia
diabética. En este trabajo se evalud la expresion de SGLT-1 y SGLT-2 en tejido renal de ratas

con diabetes inducida mediante la técnica de Western blot.



2. ANTECEDENTES
2.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad metabodlica cronica caracterizada por la presencia de
hiperglucemia persistente, derivada de alteraciones en la secrecion de insulina, en su accion
0 en ambos mecanismos (American Diabetes Association Professional Practice Committee,
2025). Esta enfermedad representa uno de los principales problemas de salud publica a nivel

mundial debido a su alta prevalencia y a las complicaciones asociadas.

En Meéxico, la diabetes mellitus continia siendo una de las principales causas de
morbimortalidad, con un impacto significativo en los sistemas de salud. La hiperglucemia
cronica induce alteraciones metabolicas como estrés oxidativo, inflamacioén sistémica y
formacion de productos finales de glicacion avanzada (AGEs), los cuales contribuyen al dafo

progresivo de diversos 6rganos, particularmente el rifidon (Glastras & Pollock, 2024).
2.2 Nefropatia diabética

La nefropatia diabética es una de las complicaciones microvasculares mas importantes de la
diabetes mellitus y representa una de las principales causas de enfermedad renal crénica a

nivel mundial (American Diabetes Association Professional Practice Committee, 2025).

Desde el punto de vista fisiopatologico, esta enfermedad se caracteriza por alteraciones
estructurales y funcionales en el rifidn, incluyendo engrosamiento de la membrana basal
glomerular, expansion mesangial y fibrosis intersticial. Estos cambios estdn asociados con
mecanismos como estrés oxidativo, inflamacion y disfuncion hemodinamica renal (Glastras

& Pollock, 2024).

La progresion de la nefropatia diabética esta estrechamente relacionada con la hiperglucemia
sostenida, la cual activa multiples vias metabdlicas que contribuyen al dafio celular y a la

pérdida progresiva de la funcién renal.



2.3 Biomarcadores en nefropatia diabética

El diagnostico tradicional de la nefropatia diabética se basa en la deteccion de
microalbuminuria y en la estimacion de la tasa de filtracion glomerular; sin embargo, estos
pardmetros presentan limitaciones, ya que reflejan dafio renal en etapas avanzadas (American

Diabetes Association Professional Practice Committee, 2025).

En los ultimos afios, los biomarcadores moleculares han adquirido gran relevancia, ya que
permiten identificar alteraciones tempranas a nivel celular y molecular antes de la aparicion
de manifestaciones clinicas evidentes. En particular, los biomarcadores proteicos han
demostrado ser herramientas ttiles para el diagndstico temprano y el seguimiento de la

progresion de la enfermedad renal (Dai et al., 2023).
2.4 Funcion renal y transporte de glucosa

El rifion desempefia un papel fundamental en la homeostasis de la glucosa mediante procesos
de filtracion y reabsorcion a nivel del tubulo proximal. En condiciones fisiologicas,
practicamente la totalidad de la glucosa filtrada es reabsorbida, evitando su pérdida en la

orina.

Este proceso es mediado por transportadores especificos, principalmente los
cotransportadores sodio-glucosa SGLT-1 y SGLT-2, los cuales permiten el transporte activo

de glucosa junto con sodio en contra de su gradiente de concentracion (Podesta et al., 2023).
2.5 Transportadores SGLT-1 y SGLT-2

SGLT-2 es responsable de aproximadamente el 90% de la reabsorcion de glucosa en el tubulo

proximal, mientras que SGLT-1 participa en el porcentaje restante (Podesta et al., 2023).

En condiciones de hiperglucemia sostenida, se ha reportado un incremento en la expresion y
actividad de SGLT-2, lo que favorece la reabsorcion de glucosa y contribuye a la persistencia
de la hiperglucemia. Este fendmeno incrementa la carga metabolica del rifion y favorece la

progresion del dafio renal (Dai et al., 2023).

Asimismo, SGLT-1 puede aumentar su expresion como mecanismo compensatorio,
contribuyendo a la sobrecarga de glucosa en las células tubulares y al desarrollo de procesos

patologicos como inflamacion y estrés oxidativo (Podesta et al., 2023).



2.6 Importancia terapéutica de los SGLT

Los transportadores SGLT han cobrado gran relevancia como blancos terapéuticos en el
tratamiento de la diabetes mellitus. Los inhibidores de SGLT-2 han demostrado efectos
beneficiosos no solo en el control glucémico, sino también en la proteccion renal y

cardiovascular (American Diabetes Association Professional Practice Committee, 2025).

Estos farmacos reducen la reabsorcion de glucosa a nivel renal, favoreciendo su excrecion
urinaria y disminuyendo la sobrecarga metabolica del rifidon, lo que contribuye a retrasar la

progresion de la nefropatia diabética (Dai et al., 2023).
2.7 Analisis de proteinas mediante Western blot

El Western blot es una técnica ampliamente utilizada en investigacion biomédica para la
deteccion, identificacion y cuantificacion relativa de proteinas especificas en muestras
biologicas. Su aplicacion es fundamental en el estudio de biomarcadores, ya que permite

evaluar cambios en la expresion proteica bajo diferentes condiciones experimentales.

Esta metodologia se basa en la separacion de proteinas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), lo que permite separar las
proteinas en funcioén de su peso molecular (Laemmli, 1970). Posteriormente, las proteinas
son transferidas a una membrana de nitrocelulosa o PVDF, donde pueden ser detectadas

mediante el uso de anticuerpos especificos (Towbin et al., 1979).

Una de las principales ventajas del Western blot es su alta especificidad, ya que la deteccion
se realiza mediante la interaccidon antigeno-anticuerpo, lo que permite identificar proteinas
de interés incluso en mezclas complejas. Asimismo, su sensibilidad permite detectar cambios

en la expresion proteica asociados a procesos fisiopatologicos.

En el contexto de la nefropatia diabética, esta técnica resulta particularmente util para evaluar
la expresion de proteinas involucradas en el transporte de glucosa, como SGLT-1 y SGLT-2,

asi como otros biomarcadores asociados al dafio renal.

Ademas, el Western blot permite realizar analisis semicuantitativos mediante densitometria
de bandas, lo que facilita la comparacion entre grupos experimentales y el seguimiento de

cambios en la expresion proteica a lo largo del tiempo. Para ello, es necesario utilizar



proteinas de referencia, como la B-actina, que permiten normalizar los resultados y reducir la

variabilidad experimental.

Para garantizar la confiabilidad de los resultados, es fundamental realizar la validacién
analitica del método, evaluando parametros como linealidad, reproducibilidad, especificidad
y robustez. Esto asegura que las diferencias observadas en la expresion proteica correspondan

a cambios biologicos reales y no a variaciones técnicas.

En este sentido, el uso del Western blot en el presente estudio permite analizar de manera
precisa la expresion de los transportadores SGLT-1 y SGLT-2 en tejido renal, contribuyendo
a la comprension de su papel en la progresion de la nefropatia diabética y su posible

aplicacion como biomarcadores tempranos.
2.8 Justificacion del estudio en modelos experimentales

El uso de modelos experimentales permite analizar de manera controlada la progresion de
enfermedades complejas como la nefropatia diabética. En este contexto, el andlisis de la
expresion de proteinas en tejido renal proporciona informaciéon relevante sobre los

mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo del dafio renal.

El estudio de los transportadores SGLT-1 y SGLT-2 mediante Western blot en diferentes
etapas de progresion permite identificar patrones de expresion asociados a la hiperglucemia,

contribuyendo a su posible uso como biomarcadores tempranos en la nefropatia diabética.



3. JUSTIFICACION

La nefropatia diabética afecta aproximadamente al 30—40% de los pacientes con diabetes
mellitus y constituye una de las principales causas de enfermedad renal crénica a nivel

mundial (Thomas & Maclsaac, 2019).

Los biomarcadores tradicionales, como la microalbuminuria y la creatinina sérica, presentan
limitaciones en la deteccion temprana del dafio renal, ya que suelen manifestarse cuando el
deterioro funcional es avanzado (Sharma & Hsu, 2018). Por esta razon, es necesario
identificar biomarcadores mas sensibles que permitan detectar alteraciones en etapas iniciales

de la enfermedad.

Los transportadores SGLT-1 y SGLT-2 participan activamente en la reabsorcion de glucosa
en el rifidon y su sobreexpresion en condiciones de hiperglucemia ha sido relacionada con la
progresion del dano renal (Vallon et al., 2011). Su estudio representa una oportunidad para
comprender mejor la fisiopatologia de la nefropatia diabética y proponer nuevos enfoques

diagndsticos y terapéuticos.

Asimismo, la aplicacion del Western blot como técnica de analisis proteico, junto con su
validacion analitica, permite obtener resultados confiables y reproducibles, lo que fortalece

la calidad del estudio (Pérez-Marquez et al., 2017).



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar la expresion de proteinas asociadas con la progresion de la nefropatia diabética en

tejido renal de ratas mediante la técnica de Western blot.

4.2 Objetivos especificos
o Estandarizar la técnica de Western blot para la deteccion de proteinas de interés.
e Optimizar las condiciones de extraccion, separacion y transferencia de proteinas.

e Validar analiticamente el método mediante parametros de linealidad,

reproducibilidad, robustez y especificidad.

e Analizar la expresion de SGLT-1 y SGLT-2 en diferentes etapas del modelo

experimental.



5. MATERIALY METODO
5.1 Disefio experimental

El estudio se llevo a cabo utilizando ratas Wistar macho, las cuales fueron distribuidas en dos
grupos experimentales: un grupo control y un grupo con diabetes. Se realiz6 un seguimiento
longitudinal del modelo desde la semana 10 hasta la semana 20, con sacrificios programados
en las semanas 10, 12, 14, 16, 18 y 20, con el objetivo de evaluar la progresion del dafio renal
a lo largo del tiempo. Durante el desarrollo del modelo experimental, se llevo a cabo el
monitoreo de los niveles de glucosa en sangre para confirmar el estado hiperglucémico en el
grupo diabético y garantizar la validez del modelo. Como se muestra en la Figura 1, el disefio
experimental incluyo las etapas de obtencion de muestras, extraccion de proteinas y analisis

de expresion mediante Western blot.

Extraccion de
proteina

Western blot

........

Figura 1. Representacion esquematica del disefio experimental utilizado en el estudio, la obtencion
de tejido renal, la extraccion de proteinas, cuantificacion por método de Bradford y el analisis de la

expresion de SGLT-1 y SGLT-2 mediante Western blot.



5.2 Obtencion de muestras y extraccion de proteinas

Posterior al sacrificio de los animales, se obtuvieron muestras de tejido renal, las cuales
fueron procesadas para la extraccion de proteinas totales. Para ello, se utilizd un buffer de
lisis suplementado con inhibidores de proteasas, con el fin de preservar la integridad de las
proteinas de interés. Las muestras fueron sometidas a centrifugacién a 14,000 rpm a 4 °C,
permitiendo la separacion de los componentes celulares y la recuperacion del sobrenadante

proteico.
5.3 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizdé mediante el método de Bradford, utilizando curvas
de calibracion para determinar la concentracion proteica de cada muestra. Esto permitio

asegurar una carga homogénea de proteina en cada carril durante la electroforesis.

A partir de los resultados obtenidos, se realizaron las diluciones necesarias para estandarizar

la cantidad de proteina utilizada en el analisis.
5.4 Analisis de proteinas mediante Western blot

La separacion de proteinas se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), de acuerdo con el método descrito por
Laemmli (1970). Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a membranas de

nitrocelulosa siguiendo el procedimiento de Towbin et al. (1979).

Las membranas fueron bloqueadas con una solucion de leche al 5% para evitar uniones
inespecificas. Posteriormente, se incubaron con anticuerpos primarios especificos para
SGLT-1 y SGLT-2 a una diluciéon de 1:500, asi como con B-actina como control de carga a

una dilucion de 1:20,000.

Posteriormente, se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados a una dilucion de
1:500. La deteccion de las proteinas se realizé mediante un sistema de quimioluminiscencia,

permitiendo visualizar las bandas correspondientes a las proteinas de interés.



5.5 Validacion del método

Se realizé la validacion analitica del método de Western blot mediante la evaluacion de
parametros como linealidad, reproducibilidad, robustez y especificidad, con el fin de

garantizar la confiabilidad de los resultados obtenidos.
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6. RESULTADOS
6.1 Expresion de SGLT-2 en tejido renal

Se evaluo la expresion de la proteina SGLT-2 en tejido renal de ratas Wistar mediante la
técnica de Western blot en diferentes semanas de progresion del modelo experimental. Como
se muestra en la Figura 2, se observan las bandas correspondientes a SGLT-2 en los grupos
control y diabético desde la semana 10 hasta la semana 20. Los dos primeros carriles
corresponden al grupo control, mientras que los carriles subsecuentes representan las

diferentes semanas del grupo experimental.

De manera general, se aprecia una variacion en la intensidad de las bandas a lo largo del
tiempo, lo que sugiere cambios en la expresion de SGLT-2 durante la progresion de la

enfermedad.

SGLT-2
DM

Ctrl S10 S12 S14 S16 S18 S20

Figura 2. Expresion de SGLT-2 en tejido renal evaluada mediante Western blot en diferentes

semanas de progresion del modelo experimental.
6.2 Expresion de SGLT-1 en tejido renal

La expresion de SGLT-1 fue evaluada bajo las mismas condiciones experimentales. Como
se observa en la Figura 3, las bandas correspondientes a esta proteina muestran variaciones
en su intensidad entre los grupos analizados. Se observa un patron de expresion diferencial
entre el grupo control y el grupo diabético, lo que podria indicar una respuesta compensatoria

en el transporte de glucosa a nivel renal.
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Citrl S10 S12 S14  S16 S18 S20

Figura 3. Expresion de SGLT-1 en tejido renal de ratas Wistar evaluada mediante Western blot.

6.3 Proteina de referencia (p-actina)

Con el fin de normalizar la expresion proteica, se analizo la proteina B-actina como control
de carga. Como se muestra en la Figura 4, la expresion de B-actina se mantuvo relativamente

constante entre los diferentes grupos experimentales.

Esto permiti¢ validar la homogeneidad en la carga de proteina y asegurar que las variaciones

observadas en SGLT-1y SGLT-2 corresponden a cambios reales en la expresion proteica.

Actina

DM

Ctrl S10 S12 S14  S16 S18 S20

-
. - .““‘..

Figura 4. Expresion de (-actina utilizada como control de carga en el analisis de Western blot.

6.4 Comparacion global de la expresion proteica

Con el fin de visualizar de manera conjunta los resultados obtenidos, se realizd6 una
comparacion de la expresion de SGLT-1, SGLT-2 y B-actina, como se muestra en la Figura
5.
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En esta figura se pueden observar las diferencias en la intensidad de las bandas entre las
proteinas analizadas, asi como su comportamiento a lo largo del modelo experimental, lo que

permite identificar patrones generales de expresion asociados al estado diabético.

DM

Ctrl $10 S12 S14  S16 518 S20

SGLT-1

; .“."..- .’,!_.;,,,‘,;""} .. .| SGLT-2

p—p— w ACTINA

Figura 5. Comparacion de la expresion de SGLT-1, SGLT-2 y B-actina en tejido renal de

ratas Wistar mediante Western blot.
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran variaciones en la expresion de los transportadores SGLT-
1 y SGLT-2 en tejido renal a lo largo del modelo experimental, lo que sugiere su participacion

en la progresion del estado diabético.

En particular, la variacion observada en SGLT-2 coincide con lo reportado en la literatura,
donde se ha descrito que la hiperglucemia sostenida favorece un incremento en su expresion,
promoviendo una mayor reabsorcion de glucosa a nivel renal (Dai et al., 2023; Podesta et al.,

2023).

De manera similar, los cambios en SGLT-1 podrian estar asociados a un mecanismo
compensatorio en el transporte de glucosa, contribuyendo a la sobrecarga tubular en

condiciones de diabetes (Podesta et al., 2023).

Asimismo, estos hallazgos son consistentes con estudios que relacionan la actividad de los
transportadores SGLT con procesos de dafo renal, como estrés oxidativo e inflamacion,

caracteristicos de la nefropatia diabética (Glastras & Pollock, 2024).

Por otra parte, la estabilidad observada en la expresion de B-actina respalda la adecuada carga
de proteina, lo que permite considerar que las variaciones detectadas corresponden a cambios

reales en la expresion proteica.

Finalmente, es importante sefialar que el analisis realizado fue cualitativo, por lo que la
ausencia de un analisis densitométrico limita la cuantificacion precisa de los resultados. No
obstante, los hallazgos obtenidos permiten identificar tendencias en la expresion de SGLT-1

y SGLT-2 y respaldan su posible papel en la progresion de la nefropatia diabética.
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8. CONCLUSIONES

Se logro evaluar la expresion de proteinas asociadas con la progresion de la nefropatia

diabética en tejido renal de ratas Wistar mediante la técnica de Western blot.

La técnica fue estandarizada y optimizada adecuadamente, permitiendo la deteccion

especifica de las proteinas de interés y garantizando la confiabilidad del método.

El analisis de SGLT-1 y SGLT-2 evidencid variaciones en la expresion proteica a lo largo
del modelo experimental, lo que sugiere su posible participacion en la progresion del estado

diabético.

En conjunto, el Western blot se confirma como una herramienta util para el estudio de

biomarcadores proteicos en nefropatia diabética.

9. RECOMENDACIONES
e Complementar el estudio con técnicas como ELISA
e Incrementar el nimero de muestras analizadas.
e Evaluar otros biomarcadores renales.

Analizar el efecto de inhibidores de SGLT?2.
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