APORTACIONES ORIGINALES

Filtracion y excrecion vrinaria
de éxido nitrico en diabeftes.
Modificacién con dosis bajas de captopril

Objetivo: medir los metabolitos de éxido ni-
trico en orina (EUmON) en forma basal, des-
pués de una carga aguda oral de proteinas
(CAP)y después de un curso corto de captopril
via oral a 12.5 mg/dia, en nifios con nefro-
patia diabética estadio | o Il.

Material y métodos: en 11 nifios diabéticos
tipo 1 de menos de siete afos de evolucion
y pobre control metabodlico, se midid EUmON
y reserva funcional renal (RFR), esta ultima
con la depuracién de iodotalamato (1'3'), ba-
sales y posteriores a una CAP antes del tra-
tamiento con captopril (pretratamiento), y
basales y posteriores a una CAP después
de 15 dias de tratamiento con captopril (pos-
tratamiento).

Resultados: pretratamiento: EUmON ba-
sal de 1113 £ 797 nmol/mL/minuto y des-
pués de CAP de 1800.10 + 1329.07 nmol/
mL/minuto (ns); tasa de filtracion glomeru-
lar (TFG) de 159.5 + 42.1 y después de la
CAP, de 149.3 = 41.2 ml/minuto 1.73 m?
(ns). Postratamiento: EUmON basal de
2316.30 = 1392 nmol/ml/minuto y después
de CAP, de 1514.49 + 685 nmol/mL/mi-
nuto (ns); TFG basal de 119.6 + 28.8 mL/
minuto 1.73 m? (p < 0.03) y después de
CAP de 135 + 15 mL/minuto 1.73 m2 (p <
0.05). El flujo plasmatico renal y la frac-
cion de filtracién no tuvieron cambios sig-
nificativos.

Conclusiones: la RFR se recuper6 con el
captopril a pesar del pobre control metabé-
lico. En ausencia de valores normales de
EUmON fue dificil establecer si existi6 au-
mento asociado al control inadecuado de
la diabetes mellitus. Aun cuando el capto-
pril disminuyé la TFG y aumenté la cuantifi-
cacion de EUmON, no existio correlacion
entre presencia/ausencia de RFR y cam-
bios en los EUmON.

SUMMARY

Objective: to measure the baseline urinary
excretion of nitric oxide metabolites and their
changes after an oral acute protein load (APL)
and after a short-course with a low-dose
captopril treatment in children with I-Il stages
of diabetic nephropathy.

Methods: eleven children with early diagnosis
of insulin dependent diabetes mellitus and
with poor metabolic control were studied.
Urinary excretion of nitric oxide metabolites
(UENOmMm) and renal functional reserve with
iothalamate clearance were measured,
before and after an APL both in baseline form
and after 15 days with captopril treatment.
Results: In pre-treatment period the UENOm
was 1113 £ 797 and after APL was 1800.10
+ 1329.07 nmol\mL\minute (ns). Glomerular
filtration rate (GFR) was 159.5 + 42.1 and
post-APL was 149.3 + 41.2 mL/minute 1.73
m? (ns). Post-captopril treatment, UENOm
2316.30 + 1392 and after APL was 1514.49
+ 685 nmol\mL\minute (ns). GFR pre-APL
was 119.6 + 28.8 mL/minute 1.73m?, p<0.03
versus GFR baseline precaptopril) and
post-APL was 135.0 + 15.0 mL/minute 1.73
m2, p < 0.05 versus GFR baseline post-
captopril). The renal plasmatic flow and the
filtration fraction did not have significative
changes.

Conclusions: the renal functional reserve
was restored with captopril despite the poor
metabolic control. It is difficult to identify if
the basal UENOm were elevated because,
the normal values were unknown in associa-
tion with the poor metabolic control. And it's
interesting that the captopril decreases the
GRF and the UENOm rises without correla-
tion with or without renal functional reserve
and changes in UENOm.
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Introduccion

La hiperfiltracién renal ha sido identificada en
pacientes diabéticos insulinodependientes (dia-
betes mellitus tipo 1) y en no insulinodepen-
dientes (diabetes mellitus tipo II), asi como en
modelos experimentales. El fenémeno corres-
ponde a los estadios I y II de la historia natural
de la nefropatia diabética (es decir, desde el
momento de hacer el diagnéstico de la diabetes
hasta seis a siete anos después), evolucién me-
jor estudiada en los diabéticos tipo 1.

Por un lado, la hiperfiltracién se explica por una
alteracién en el mecanismo de autorregulacién en
la arteriola aferente mediada por diversos vasodi-
latadores como el éxido nitrico; y, por otro lado,
por el efecto vasoconstrictor de la angiotensina II
en la arteriola eferente.' Este desequilibrio en el
tono de la vasculatura pre y posglomerular resulta
en hiperfiltracién y, como consecuencia, en hi-
pertensién intraglomerular, que desempefia un
papel en el desarrollo de la glomerulopatia dia-
bética.!”? La hiperfiltracién renal se mide con
la prueba de la reserva funcional renal (RFR),** que
puede definirse como la capacidad de los rifiones
para aumentar la tasa de filtracién glomerular (TFG)
en respuesta a vasodilatacién de la arteriola aferen-
te, con la infusidn intravenosa de aminodcidos
o una carga oral de proteinas (abolicién),” que en
condiciones normales es de 25 a 35 %.

Ademds de estos mecanismos, también ha
sido implicada la produccién local de 6xido ni-
trico.’ Se ha demostrado que ocurre aumento
en la reabsorcién tubular proximal durante la
infusién con glicina, y que después de inhibir el
sistema renina-angiotensina con un bloqueador
de la enzima convertidora de angiotensina se
modifica la TFG, por lo que este efecto hace
suponer el papel del éxido nitrico en la hiper-
filtracién glomerular.” Por otra parte, se ha ob-
servado elevacion del 6xido nitrico en la vena
renal de ratas diabéticas inducidas con estrep-
tozotocina, asi como excrecién urinaria de sus
metabolitos;® hallazgos que sugieren que el 6xi-
do nitrico puede tener un papel en la hiperfil-
tracién.®? Sin embargo, a pesar de haberse
demostrado la participacién de los metabolitos
de 6xido nitrico tanto en forma experimental®’
como en pacientes con nefropatia diabética en
estadio III (mds de siete afios de evolucién des-
pués del diagnéstico de diabetes)' y diabéticos

tipo IL!! podria existir controversia si se toma
en consideracién lo demostrado por Kwon y
colaboradores'? en cuanto a que la estreptozo-
tocina es una sustancia generadora de 6xido ni-
trico, y que la produccién directa de éste puede
ser el mecanismo de toxicidad en la diabetogé-
nesis. Lo anterior podria atenuar los resultados
en los grupos experimentales respecto a la excre-
cién urinaria de metabolitos de éxido nitrico; por
otra parte, hasta el momento no se han determi-
nado los niveles de metabolitos de éxido nitrico
en pacientes diabéticos en estadio I o II, solo en
estadio III de la nefropatfa diabética.'® Incluso
en otros estudios'*!” se indica que el 6xido nitri-
co no tiene implicaciones en este mecanismo.

El éxido nitrico se considera un antagonista
natural de la angiotensina I1,'° y el efecto bené-
fico en la hiperfiltracién diabética se ha demos-
trado con el uso de inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina, sin embargo, el
efecto sobre la cuantificacién de los metabolitos
de 6xido nitrico en orina (EUmON) después
de la inhibicién de la angiotensina II con inhibi-
dores de la enzima convertidora de angiotensi-
na no se ha resefiado en pacientes diabéticos tipo
1 con nefropatia diabética estadio I o II. Basados
en estos estudios y sus resultados controverti-
dos en modelos experimentales, y puesto que
no hay informes en pacientes con nefropatia
diabética estadio I o I, los objetivos del presen-
te estudio fueron:

= Conocer la cuantificacién de EUmON en pa-
cientes con diabetes mellitus tipo 1 y mal con-
trol metabdlico, de manera basal (antes y
después de una carga aguda oral de protei-
nas, CAP) y después del tratamiento con
captopril (antes y después de una CAP).

s Confirmar la recuperacién de la reserva fun-
cional renal después de un tratamiento a
corto plazo con captopril.

Material y métodos

Pacientes

Se incluyeron 11 pacientes de uno y otro sexo,
con edades entre 10 y 15 afios, y diagndstico re-
ciente de diabetes mellitus insulinodependiente

o tipo 1 realizado por un endocrinélogo en for-
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ma clinica (no mds de siete afios de evolucidn,
con cuadro de cetoacidosis diabética como sig-
no de inicio de la diabetes) y nefropatia diabé-
tica estadio I o II (sin microalbuminuria en dos
mediciones con nefelometria). Todos los pacien-
tes tenfan presion arterial en rangos normales
para su sexo y edad (entre los percentiles 50 y
95). La diabetes estaba bien controlada sélo en
uno de los 11 pacientes (hemoglobina glucosi-
lada Hbalc <7 % y en el resto, Hbalc de 10 a
14 %). Se excluyeron pacientes con infeccidn,
hipertensién, falla renal (creatinina sérica > 1.3
mg/dL), microalbuminuria (excrecién urinaria
de albimina > 20 merg/minuto), hipoglucemia
(glucemia capilar < 50 mg/dL) o hiperglucemia
(glucemia capilar > 240 mg/dL) en el momen-
to del estudio.

Diseno del estudio

Los comités hospitalarios de ética e investigacién
aprobaron el protocolo. Los pacientes y fami-
liares dieron su consentimiento para participar
en el estudio. Después de aceptar participar en
el estudio, los pacientes fueron hospitalizados
por un dia para la medicién de la reserva funcio-
nal renal basal (figura 1); recibieron 15 mL/kg
de peso de agua para asegurar una adecuada diu-
resis. A las 8:00 horas se iniciaron los estudios
hemodindmicos; se canalizaron dos venas
antecubitales para obtener muestras e infusién
intravenosa. En tiempo cero se administré un bolo
intravenoso de iodotalamato (I'*!, 0.8 mCi/kg
de peso) y iodohipurato (I'*%, 0.7 mCi/kg de
peso), seguidos de 0.24 mCi/kg/hora y 0.28
mCi/kg/hora, respectivamente, a infusién conti-
nta mediante una bomba de infusién. Las mues-
tras de orina fueron obtenidas sin cateterizacién
vesical. Después de 60 minutos se realizaron dos
determinaciones basales de 30 minutos. Poste-
riormente los pacientes recibieron una CAP de 1.5
g/kg de peso, que consistié en carne de res, huevo
y leche, ingeridos en 30 minutos, después de lo
cual se tomaron tres determinaciones de depura-
cién de 30 minutos. Al terminar el estudio
hemodindmico los pacientes fueron egresados y
recibieron una dosis de captopril de 12.5 mg/dfa.
Se monitorizé la presién arterial en intervalos de
72 horas mediante visitas al domicilio. En uno de
los pacientes la dosis de captopril tuvo que ser re-
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Estudios de laboratorio

Se calculd TFG y flujo plasmético renal (FPR) con la
depuracién de I'*! (Laboratorios Amersham, Chi-
cago, IL) y I'*® (Laboratorio Médico Mallinkrodt,
San Luis, MO), corregidas para 1.73 m* de su-
perficie corporal. Se obtuvieron muestras sé-
ricas en el punto medio de cada recoleccién de
orina. Se midi la radiactividad en plasma y orina
en un contador gamma automatizado. Se deter-
miné la hemoglobina glucosilada con la prueba
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Figura 1. Prueba de reserva funcional renal. RFR = reserva funcional renal,
ON = éxido nitrico, TFG = tasa de filtracion glomerular
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Diatrac, asi como la glucosa sérica, la creatinina
y urea séricas y urinarias, con un espectrofoto-
metémetro (Beckman Instruments, Carisbad,
California, USA). Se midié microalbuminuria
dos veces en la recoleccién de orina en 24 horas
por nefelometrfa. Antes y después de la CAP se
hicieron determinaciones de metabolitos del
éxido nitrico en la orina, asi como pre y postra-
tamiento con captopril. Las concentraciones
urinarias de nitritos fueron cuantificadas me-
diante reaccién de Griess, con una reduccién
previa de nitratos a nitritos mediante un ensayo

de la enzima bacteriana nitrato reductasa obtenido
de Escherichia coli (ATCC25922).17:18

Anaélisis estadistico

Ya que los datos no tenfan una distribucién nor-
mal, se hicieron comparaciones con la prueba no
paramétrica de Wilcoxon. El coeficiente de Spear-
man se utilizé para ver la correlacién entre los
cambios de la TFG después de la carga de protei-
nas y la excrecién urinaria de los metabolitos del
dxido nitrico y la glucosa sérica. Un valor de p < 0.05
se consideré estadisticamente significativo.

Resultados

Los datos generales se muestran en el cuadro 1.
En la figura 2 se puede apreciar el comporta-
miento de la TFG pre y posCAP, asi como pre

Cuadro |

y postratamiento con captopril. La TFG fue
mayor que la normal en la fase pretratamiento
(159.49 + 42 mL/minuto 1.73 m?), y no hubo
la elevacién esperada posterior a la CAP (149.31 +
41.17 mL/minuto 1.73 m?, p = ns) lo que tra-
duce abolicién de la RFR equivalente a un esta-
do de hiperfiltracién. El flujo plasmdtico renal
total (FPRT) fue de 496.72 + 193.83 mL/mi-
nuto), sin encontrar la elevacién esperada pos-
CAP (482.88 + 188.60 mL/minuto). La fraccién
de filtracién pre y posCAP fue de 37.08 (15.59-
56.45)y 35.3 (17.16-78), respectivamente. Con
el tratamiento de captopril, la TFG precarga
mostré reduccién significativa en comparacién a
los valores de TFG precarga antes del captopril
(119.59 + 28.8 mL/minuto 1.73 m?, p < 0.03).
Después de la CAP hubo la elevacién esperada
respecto a la TFG precarga posterior al captopril
(135.07 £ 15.02 mL/minuto 1.73 m?, p < 0.05),
es decir, se reestableci6 la RFR. No asi para el
FPRT vy la fraccién de filtracién pre y posCAP
después del tratamiento con 12.5 mg de capto-
pril, que mostré 485.52 + 173.56 mL/minuto
¥26.21 (17.16-78), y 515.28 + 263.34 mL/mi-
nuto, y 29.29 (12.86-55.806), respectivamente,
con resultados no significativos (figura 3). Los re-
sultados de la determinacién de EUmON
durante el estudio cuasiexperimental (ns) se
muestran en la figura 4. La diferencia entre la
TFG basal y posterior a la CAP (RFR), después
al tratamiento con captopril tuvo una correla-
cién negativa significativa con la glucosa sérica
(r=-0.852, p < 0.01, figura 5). El tratamiento

Datos generales de 11 pacientes pediatricos con diabetes de reciente diagnéstico

Tiempo de evolucion Hemoglobina
Ndm. Edad diabetes mellitus glucosilada
paciente (afos) Sexo (meses) (%)
1 13 Femenino 29 14.0
2 15 Masculino 43 71
3 15 Masculino 18 8.4
4 15 Masculino 72 10.2
5 12 Masculino 3 12.0
6 15 Femenino 36 13.0
7 10 Masculino 12 4.3
8 15 Masculino 15 10.8
9 15 Femenino 72 11.0
10 15 Masculino 20 10.0
11 15 Femenino 84 11.0
Promedio 14+1.6 4 femenino/7 masculino 36.1 £ 27.6 103+ 2.6
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con captopril no provocé un cambio significa-
tivo en las cifras de tensién arterial, con excep-
cién de un paciente en el que se tuvo que reducir
la dosis a la mitad.

Discusion

En este grupo de pacientes con nefropatia diabé-
tica estadios I y II (confirmada con la abolicién
de la RFR y el tiempo de evolucién de la enfer-
medad) no encontramos una correlacién entre la
hiperfiltracién glomerular y la tasa de EUmON,
como se ha demostrado en animales de experi-
mentacién y estudios clinicos sobre nefropatia es-
tadio IIL3'®! aunque si aumento posCAP antes
y después del tratamiento con captopril, sin incre-
mento significativo después de la CAP, probable-
mente porque se encontraban ya elevados predieta
o se elevaron por otra via como la de las cininas
por el uso de captopril.?! Sin embargo, hay que
tener en consideracion los siguientes aspectos:

= La dificultad para la medicién de los meta-
bolitos de 6xido nitrico.

= Los cambios en la reabsorcién tubular, excre-
cién con la dieta en carga proteica y estado
metabélico tan cambiante en estos pacientes.

= La labilidad de los EUmON.

= El desconocimiento de los niveles normales
de éstos, dificulta afirmar si la determinacién
basal estd aumentada o no, y si existe o no
correlacién con la elevacién en la TFG
preCAP y pretratamiento con captopril.

Estos resultados, aunados a los de Ohishi y co-
laboradores —en los que demuestran una re-
duccién en la actividad del 6xido nitrico en las
arteriolas aferentes de ratas diabéticas con hiper-
filtracién glomerular—'?, o bien a los de Bank
y colaboradores —en los que se considera al
6xido nitrico como uno de los principales me-
diadores de la hiperfiltracién en ratas diabé-
ticas—>%, pero con el posible debate sobre la
produccién de 6éxido nitrico a partir de estrep-
tozotocina'? y sobre la variabilidad en huma-
nos por el tiempo de evolucién,!®!! tipo de
diabetes y dieta administrada, hacen reflexio-
nar acerca de si los valores de nitritos y nitratos
en orina reflejan la actividad del éxido nitrico,
y si realmente la diabetes se asocia a cambios en
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la actividad de las sintasas del 6xido nitrico, dado
que en el presente trabajo la determinacién de
EUmON basal no se correlacioné con la TFG
cuando los pacientes tenian hiperfiltracién (an-
tes del tratamiento con captopril) o después de
la recuperacién de la RFR posterior al tratamien-
to con captopril.

Lo anterior hace suponer que la causa de
hiperfiltracién glomerular en la diabetes no es
la generacién de éxido nitrico, como ya lo se-
fialaron Schwarts y colaboradores.! El éxido ni-
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Figura 2. Cambios en la tasa de filtracion glomerular (TFG) antes y después del
tratamiento con captopril, y antes y después de una carga aguda oral de
proteinas (CAP). *p = ns TFG poscarga versus basal previa al tratamiento con
captopril, **p < 0.03 TFG basal poscaptopril versus TFG basal precaptopril,
***p < 0.05 TFG poscarga versus TFG basal poscaptopril
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CAD, la retroalimentacién tibulo-glomerular
debe adaptarse para mantener el incremento en
la TFG, en la que se involucra al sistema renina
angiotensina y la produccién local del 6xido
nitrico renal.'”?” Estos eventos pueden explicar
el aumento de la tasa de EUmON en nuestros
pacientes después de la CAP previo al tratamien-
to con captopril. Por otra parte, el captopril re-
duce la produccién de angiotensina Il y aumenta
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Figura 4. Valores de excrecion urinaria de metabolitos del éxido nitrico antes y
después de la carga aguda oral de proteinas (CAP), y antes y después de
tratamiento con captopril. No hubo diferencia estadisticamente significativa___
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la acumulacién de bradicinina,?! ambas vias pue-
den aumentar la produccién de 6xido nitrico
que explica nuestro hallazgo en que la tasa basal
(antes de la CAP) de EUmON fue mayor pos-
terior al tratamiento con captopril. La falta de
elevacién de la tasa de EUmON posterior a la
CAP después del tratamiento con captopril
puede explicarse porque ya estaba elevada antes
de la carga.

Nuestros resultados confirman la recupera-
cién de la RFR después del tratamiento con
captopril.?>?4 Independientemente del inade-
cuado control metabdlico, el captopril revirtié
la hiperfiltracién glomerular. Si bien los efectos
benéficos del captopril se han demostrado en
pacientes con estados mds avanzados de nefro-
patia diabética (estadios III y IV),” no se han
constatado en fases tempranas de nefropatia dia-
bética (estadios I y I1, también conocidos como
de nefropatia hiperdindmica) ni al momento en
que la diabetes se diagnostica antes de la apari-
cién de microalbuminuria. Los resultados del
presente estudio y los encontrados en otros?!24
sugieren que dosis bajas de captopril cuando se
diagnostica la diabetes, pueden tener efectos
benéficos para los pacientes. Sin embargo, se
necesitan mds investigaciones que incluyan un
mayor nimero de pacientes y por un periodo
de seguimiento mds largo, para confirmar los
efectos benéficos de los inhibidores de la enzi-
ma convertidora de angiotensina en estadios
tempranos de nefropatia, asi como mds estu-
dios con grupos controles y con determinacién
de metabolitos de éxido nitrico en sangre y ori-
na en pacientes diabéticos tipo 1 con nefropatia
en estadio I o II, para determinar si existe co-
rrelacién entre éxido nitrico e hiperfiltracién
renal en diabéticos tipo 1.
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