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RESUMEN

La nefropatía diabética, en sus estadios iniciales, se caracteriza por un síndro-

me de hiperfiltración y proteinuria. Los mecanismos subyacentes a esta hiperfiltra-

ción no se conocen con precisión en el momento actual, pero es posible que sea

debida, al menos parcialmente, a una respuesta disminuida de las estructuras glo-

merulares  a determinados estímulos vasoconstrictores. Por otra parte, se ha sugeri-

do que el captopril podría disminuir la proteinuria relacionada con la diabetes,

mejorando la hiperfiltración. En los presentes experimentos se evaluó la respuesfa

contráctil de los glomérulos aislados procedentes de ratas controles, diabéticas y

diabéticas tratadas con captopril, en presencia de diferentes agonistas vasocons-

trictores (angiotensina II, factor activador de las plaquetas y factor de crecimiento

epidérmico), así como con un estimulador directo de la proteína kinasa C (acetato

miristato de forbol). En todos los casos se observó una respuesta contráctil dismi-

nuida de los glomérulos de rata diabética con respecfo  a los controles. En los ani-

males tratados con captopril se observó una tendencia a la reversión de esta hipo-

respuesta, si bien las diferencias no alcanzaron significación estadistica.  En

resumen, el análisis de nuestros resultados indica que existe una respuesta confrác-

ti/ defectuosa de los glomérulos de rata diabética a diferentes vasoconstrictores,

que parece depender de una alteración en los mecanismos intracelulares de con-

tracción, y que podría relacionarse con la hiperfiltración caracteristica  de los esta-

dios iniciales de la diabetes. El efecto beneficioso del captopril en estas circunstan-

cias podría radicar en una mejoría parcial de este defecto, aspecto que habrá que

evaluar cuidadosamente en estudios adicionales.
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CONTRACTIL  GLOMERULAR RESPONSE IN EXPERIMENTAL DIABETIC

NEPHROPATHY

SUMMARY

Diabetic  nephropaty, in the initial stages, is characterized by hyperfiltration and

proteinuria. The mechanism underlying  this hyperfiltration is not fully understood,

but it is possible that it could be due, at least partially, to a decreased response of

glomerular structures  to some vasoconstrictor mediators.  It has been suggested that

captopril can decrease the diabetes-related proteinuria by lowering the hyperfiltra-

tion. In our experiments,  we tried to assess  the contractile response of glomeruli

from control rats, diabetic rats  and diabetic rats receiving captopril, in the presente

of some vasoconstrictor agonists (Angiotensin  II, Platelet  Activating Factor,

Epidermal Cell Growth Factor and Phorbol Myristate Acetate).  In all cases we ob-

served  a smaller contractile response in diabetic glomeruli than in controls.

Likewise,  we saw a trend of captopril treatment to normalize  this smaller response,

but differences did not reach statistical  significance in all cases. In summary, our

results show that the smaller contractile response of diabetic glomeruli, seems to be

due to an alteration in the intracellular  mechanisms of contraction. At least  par-

tially,  the beneficial effect of captopril under these circumstances, could lie in a

partial  improvement of this defect.

Key words: Diabetes, hyperfiltration,  proteinuria, glomeruli, vasoconstriction.

Introducción

La nefropatía diabética es una patología que se ca-

racteriza por un cuadro clínico bien definido: co-

mienza por una fase inicial de hiperfiltración de du-

ración incierta, seguida de una fase prolongada de

microalbuminuria y proteinuria persistente subclínica

hasta llegar a una etapa final de síndrome nefrótico y

progresión a insuficiencia renal terminal 1. Si bien no

está demostrado de forma contundente, la hiperfiltra-

ción podría ser una de las alteraciones precoces de

los pacientes diabéticos, que a la larga podría condi-

cionar la aparición de daños funcionales y estructu-

rales severos 2 .

Los mecanismos de hiperfiltración en la diabetes

no se conocen adecuadamente. Se piensa que la hi-

perglucemia, en sí misma, puede ser un factor funda-

mental, ya que la hiperfiltración mejora con un con-

trol glucémico estricto 3. No obstante, no parece ser

la única responsable de la filtración excesiva, ha-

biéndose propuesto también un papel significativo

para las hormonas contrainsulares, algunas de las

cuales aumentan directamente el filtrado glomerular 4.

Por otra parte, existen una serie de evidencias experi-

mentales, en absoluto definitivas, que apuntan la po-

sibilidad de que la hiperfiltración se deba a un exce-

so de metabolitos vasodilatadores o a un defecto de

vasoconstrictores en el entorno periglomerular 5,6,

produciendo así una filtración incrementada.

No se conocen terapéuticas eficaces para modifi-

car la hiperfiltración, salvo el estricto control glucé-

mic o 3. No obstante, la utilización de inhibidores del

enzima de conversión de la angiotensina (IECA), en

particular el captopril, ha demostrado su utilidad pa-

ra reducir la proteinuria de algunos pacientes diabé-

tico s 7 y para prevenir el desarrollo de la glomerulo-

patía diabética en animales de experimentación 8.

Esto hace pensar que, entre otros posibles mecanis-

mos, la inhibición del enzima de conversión de la

angiotensina, a través de una disminución de la pre-

sión hidrostática intraglomerular 8, podría mejorar la

proteinuria y, a largo plazo, enlentecer el curso de

progresión de la nefropatía diabética.

El presente trabajo se diseñó para evaluar la hipó-

tesis de que la hiperfiltración, uno de los mecanis-

mos patogénicos más importantes de la nefropatía

diabética, podría ser debida, al menos parcialmente,

a una cierta insensibilidad de los elementos contrác-

tiles intraglomerulares a los efectos de las posibles

sustancias vasoconstrictoras normalmente existentes

en el medio que los baña. Por otra parte, el papel de

los inhibidores del enzima conversor de angiotensina

(IECA)  en la mejoría de la hiperfiltración podría resi-

dir en la reversión de este posible defecto.
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Material y metodos

Animales de experimentación y recogida de

muestras

Se utilizaron ratas Wistar macho de 200-300 g de
peso. Los animales se mantuvieron en condiciones
estándar de luz, temperatura y dieta, con libre acceso

al agua. Además del sodio contenido en la dieta, re-
cibieron diariamente 2 mmol/día  de CINa en el agua

de bebida. La diabetes se indujo mediante la inyec-
ción intraperitoneal (65 mg/kg de peso) de estrepto-
rotocina  (Sigma, St. Louis, MO, USA) 9 . A los siete

días de la inyección se determinó la glucemia de to-

dos los animales tratados en una muestra de sangre
de la cola, según procedimientos reflectométricos ha-

bituales (Glucometer ll, Miles Inc., Elkhart, IN, USA),
desechándose aquellos animales con glucemias infe-
riores a 300 mg/dl. Como controles se utilizaron ratas

de las mismas características, tratadas con el vehícu-

lo de la estreptozotocina (ácido cítrico, 0,1 M; CLNa,
0,145 M; pH, 4,5). Inmediatamente después de la de-

terminación de la glucemia en sangre periférica, par-

te de los animales diabéticos comenzaron a ser trata-

dos con captopril (15 mg/kg/día) en el agua de
bebida, tratamiento que continuó durante todo el pe-

ríodo experimental.

mM),  manteniéndose a temperatura ambiente duran-

te 15 minutos. Pasado este tiempo, se tomó una alí-

cuota de 100 bl de la suspensión, que se depositó en
un porta excavado, realizándose la primera microfo-
tografía (tiempo 0). En ese instante se añadía el ago-

nista vasoconstrictor al resto de los glomérulos en
suspensión mantenidos a temperatura ambiente. Al

cabo de 30 minutos se tomó una segunda alícuota de
100 pl y se realizó una nueva microfotografía (tiem-

po 30). Como agonistas vasoconstrictores se utiliza-

ron angiotensina II (All 100 nM), factor activador de

las plaquetas (PAF 1 ,uM), factor de crecimiento epi-
dérmico (EGF 5 nM) y acetato miristato de forbol

(PMA 300 nM).  Todos los productos fueron adquiri-
dos a Sigma (St. Louis Mo., USA). En todos los casos

se introdujeron como control glomérulos incubados
con el tampón de trabajo (TG) y con las diferentes

sustancias utilizadas como vehículo de los agonistas
(agua bidestilada o etanol a una concentración final

de 0,01 %). Tras revelar las fotografías se procedió a
efectuar una medida computarizada de las áreas de

sección glomerular (ASG), eligiendo campos conte-

niendo entre 25 y 40 glomérulos 11,12

Métodos estadísticos

A las cuatro semanas despues  de la inyección in-
traperitoneal se procedió a pesar y sacrificar a los
animales, tras haber recogido la orina de las 24 últi-

mas horas y obteniendo muestras de sangre (punción
aórtica) para las determinaciones bioquímicas. El nú-

mero final de animales incluidos en cada grupo fue
el siguiente: 25 animales controles (C), 25 animales

diabéticos sin tratamiento (D) y 25 animales diabéti-

cos tratados con captopril (DC).

Todos los resultados se expresan como media f
error estándar de la media (X + e.e.m.).  Cuando se

compararon dos medias de los mismos elementos ex-
perimentales en dos momentos diferentes, se utilizó
la t de Student para datos pareados. Cuando se com-

pararon varias distribuciones de valores, se utilizó un
análisis de varianza, seguido de una prueba de com-

paración múltiple de medias (Scheffé). Se consideró
como estadísticamente significativa una p < 0,05.

Aislamiento de glomérulos Resultados

El método empleado ha sido el de Misra 10 con lige-
ras modificaciones 11. Tras la anestesia y exanguina-

En la tabla I se muestran los principales parámetros

ción  de los animales, se extrajeron los riñones y se
bioquímicos evaluados en sangre y orina en los tres

decapsularon, se separó la corteza de la médula me-
grupos de estudio. No se objetivaron diferencias esta-

diante disección macroscópica, sometiéndose la pri-
dísticamente  significativas en ninguno de los valores

mera a un tamizado diferencial (105 y 75 Pm de diá-
sanguíneos entre los distintos grupos experimentales,

metro de poro). Tanto la recogida como el lavado de
a excepción de la glucosa, que experimentó un con-

los riñones, así como el aislamiento de los glomérulos,
siderable aumento en el grupo de animales diabéti-

se realizó en frío con Tampón Tris-CIH conteniendo
cos, cuantitativamente similar en los tratados y no

glucosa (TG) (Tris 20 mM, CINa 130 mM, CLK 5 mM,
tratados con captopril. Con respecto a los parámetros

acetato sódico 10 mM, glucosa 5 mM, pH 7,4).
urinarios, se observó un incremento estadísticamente

significativo en la glucosuria, proteinuria y aclara-
miento de creatinina, sin modificaciones en la natriu-

Experimentos de microfotografía resis, de los animales diabéticos con respecto a los
controles. El tratamiento de los animales diabéticos

En cada experimento, los glomérulos fueron resus- con captopril indujo una discreta reducción del filtra-
pendidos en 1 ml de TG con cloruro cálcico (2,5 do glomerular, que no alcanzó diferencias estadísti-
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Tabla I. Parámetros séricos y  urinarios en los distintos grupos experimentales

C D D-C

Glucosa P. ímc?/dl) 18Yk27 615 i 52* 558 i 32*
Creatinina P. <m~dlj.. ....................................................................................... 0,60 i 0,Ol 0,60 f 0,03 0,60 f 0,Ol
Sodio P. (mmolll). ............................................................................................. 132f4 130f2 132f3
Glucosa 0. (mg/día) ......................................................................................... 75f 14 8.858 k 654* 7.584  f 502*
Sodio 0 . (mm»l/día) ......................................................................................... 2,2 + 0,4 4,h  i 1,2 2,5 + 0,X
Proteínas 0 . (mg/día). ....................................................................................... 2,4 i 0,h 28,7 i 3,3* 20,H  i 6,4’
C,, (ml/min/lOO  g peso). ................................................................................... 0,3&?  f 0,02 1,05fo,lo* 0,80 f 0,20*

C: ratas control, n = 25. D: ratas diabéticas n = 25. D-C: ratas, diabéticas tratadas con captopril,  n = 25. P: determinaciones plasmáticas. O: determinaciones  
Urinarias.  C   aclaramiento creatinina * p < 0.05 vs grupo control.

camente  significativas respecto a las ratas diabética5
no tratadas. Durante el período de estudio, el peso

de los animales controles aumentó significativamen-

te, sin observarse cambios en este parámetro en los
animales diabéticos (fig. 1 A). En la figura 1 B se mues-
tran las superficies glomerulares iniciales, en valor

absoluto y corregidas en función del peso, en los tres
grupos de estudio, no existiendo diferencias significa-
tivas

PESO (g)

Grupo Experimental

SUPERFICIE (U’)

f l

Grupo Experimental

Fig. 1.- Peso de los animales (panel A) y superficies iniciales de

los glomérulos (panel B) en los 3 grupos experimentales de ratas.

Los pesos se muestran en el momenfo  de comenzar el estudio

(barras vacias) y al finalizar el mismo (barras rellenas). La

superficie glomerular  se muestra en valores absolutos (barras

vaciasi  y corregida  para 700 g de peso (barras rellenas). C: Grupo

control in = 25). D: Grupo de animales diabéticos (n = 25). D-C:

Grupo de animales diabéticos tratados con captopril (n = 25). U2:

Unidades cuadradas arbitrarias de superficie. * p c 0,05 VS peso

inicial.

La All indujo una reducción significativa del ASG

con respecto a los valores basales, en los glomérulos
de los animales control (fig.  2). Aunque un efecto si-

milar también pudo ser observado en las ratas diabéti-
cas, la reducción en el ASC fue mucho menos acusa-

da, resultando los valores medios al cabo de 30 min
de incubación con All mayores que los correspon-

dientes de las ratas control, siendo las diferencias es-
tadísticamente significativas (fig.  2). Los glomérulos de

los animales diabéticos tratados con captopril mostra-

IzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA l(

oc

9a

SO

ASG %

D D-C

Grupo Experimental

ll

Fig.  2.-Modificaciones  del  área de sección glomerular  IASCI,

expresadas en ‘% del valor basal, en glomérulos de los animales

de los  3 grupos experimentales incubados con All 100 nM. Se

muestran las superficies iniciales (barras vacías) y al cabo de 30

min (barras rellenas). C: Grupo control (n = 25). D: Grupo de

animales diabéticos n = 25). D-C: Grupo de animales diabéticos

tratados con captopril (n = 25). * p < 0,05 VS tiempo 0 min. ** p <

0,05 vs C.
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ASG %
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D-C

Grupo Experimental
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Grupo Experim
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Fig. 3.-Modificaciones del área de sección glomerular (ASG),

expresadas en %  del valor basal, en glomérulos de los animales

de los 3 grupos experimentales incubados con PAF 1 FM. Se

muestran las  superficies iniciales (barras vacías) y al cabo de 30

min  (barras rellenas). C: Grupo control (n = 25). D: Grupo de

animales diabéticos (n = 25). D-C: Grupo de animales diabéticos

tratados con captopril (n = 25). *p < 0,05  VS tiempo 0 min. ** p <

0.05 VS C.

Fig. 4.-Modificaciones  del área de sección glomerular (ASC),

expresadas en ‘% del valor basal, en glomérulos de los animales

de los 3 grupos experimentales incubados con EGF  5 nM. Se

muestran las superficies iniciales (barras vacías) y al cabo de 30

min  (barras rellenas). C: Grupo control (n = 25). D: Grupo de

animales diabéticos (n = 25). D-C: Grupo de animales diabéticos

tratados con Captopril (n = 25). * p < 0,05  VS tiempo 0 min. ** p <

0,05 VS C.

ron una discreta disminución de la respuesta contrác-

til ante el estímulo con All, pero las diferencias entre

este grupo experimental y el control no fueron esta-

dísticamente significativas (fig. 2). Los resultados de

experimentos similares, pero con otros mediadores

extracelulares de distinta naturaleza, se muestran en

las figuras 3 y 4. En la figura 3 se analiza la respuesta

contráctil de los glomérulos de los distintos grupos ex-

perimentales en presencia de PAF, y en la figura 4 en

presencia de EGF. Los datos fueron totalmente super-

ponibles a los de la All: la respuesta contráctil de los

glomérulos de las ratas diabéticas fue significativa-

mente menor que la de los controles, mientras que el

tratamiento con captopril determinaba una contrac-

ción intermedia, indistinguible estadísticamente de la

de los animales controles y diabéticos no tratados.

En la figura 5 se analiza la respuesta contráctil glo-

merular ante un activador directo de la proteína kinasa

C, el PMA. La acusada respuesta contráctil de los glo-

mérulos controles fue prácticamente imperceptible en

las ratas diabéticas, mientras que el captopril fue capaz

de revertir parcialmente esa ausencia de respuesta.

ASG %
11cyj-  .-

ll

Grupo Experimental

Fig. 5.-Modificaciones del área de sección glomerular (ASG),

expresadas en % del valor basal, en glomérulos de los animales

de los 3 grupos experimentales incubados con PMA 300 nM. Se

muestran las superficies iniciales (barras vacías) y al cabo de 30

min (barras rellenas). C: Grupo control (n = 25). D: Grupo de

animales diabéticos (n = 25). D-C: Grupo de animales diabéticos

tratados con captopril (n = 25). * p < 0,05  VS tiempo 0 min. ** p <

0,05 VS C.
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Discusión

Los mecanismos responsables de la hiperfiltración

en las fases iniciales de la diabetes experimental son

insuficientemente conocidos. Una posible explica-

ción de este fenómeno fisiopatológico podria radicar

en la incapacidad de determinadas estructuras rena-

les implicadas en la regulación de la filtración glo-

merular, básicamente el propio glomérulo o sus com-

ponentes celulares, para responder adecuadamente a

los estímulos constrictores de los reguladores biológi-

cos habituales. Los resultados expuestos anteriormen-

te tratan de responder a esta hipótesis.

Los experimentos fueron realizados en animales de

experimentación, con el fin de poder analizar in vitro

la contractilidad glomerular. La diabetes experimen-

tal fue inducida con estreptozotocina, que destruye

las células p pancreáticas sin afectar la función renal 9,

y los estudios se realizaron en fases precoces tras la

inducción de la diabetes, mucho antes de que apa-

rezcan alteraciones estructurales renales 1. Los ani-

males diabéticos incluidos en el estudio, que no reci-

bieron insulina en ningún momento, presentaron

hiperglucemia, hiperfiltración y proteinuria, caracte-

rísticas todas ellas de las fases iniciales de la nefropa-

tía diabética 1. Al tratarse de un estudio realizado en

fases muy precoces de evolución de la enfermedad,

no se detectaron diferencias significativas en el tama-

ño glomerular entre los animales controles y los dia-

béticos, aunque existen referencias en la literatura

demostrando un mayor tamaño de los glomérulos de

los animales con diabetes 13.

Un problema metodológico importante del presen-

te estudio fue la necesidad de aumentar significativa-

mente la ingesta de sodio de todos los grupos de ani-

males, ya que la poliuria osmótica que presentaron

los animales diabéticos podría haber interferido, al

aumentar la actividad del sistema renina-angiotensi-

na y producir una infrarregulación de los receptores

glomerulares de All 14 con los resultados experimen-

tales. Aunque no se realizaron mediciones hormona-

les específicas, las excreciones urinarias de sodio en

los distintos grupos experimentales fueron compara-

bles y superponibles a la ingesta.

Como estímulos contráctiles glomerulares se selec-

cionaron 3 mediadores bioactivos totalmente dife-

rentes. En primer lugar, la All, probablemente el me-

diador peptídico más conocido y probablemente

también uno de los más importantes 15 en la regula-

ción de la función glomerular. En segundo lugar, un

lípido derivado de los ácidos grasos de membrana, el

PAF, cuya importancia, sobre todo fisiopatológica, en

la regulación de la filtración glomerular es bien co-

nocida 16. Finalmente, el factor de crecimiento epi-

dérmico, uno de los primeros factores de crecimiento

identificado, y que además de sus importantes pro-

piedades tróficas es capaz de regular activamente la

función glomerular 17. Pues bien, los glomérulos de

las ratas diabéticas prácticamente no modificaron su

superficie en respuesta a los estímulos citados ante-

riormente, mientras que el efecto contráctil de los

mismos en los animales controles era muy evidente.

Estos resultados demuestran una marcada hipocon-

tractilidad de las estructuras glomerulares de las ratas

diabéticas, que es independiente del estímulo utiliza-

do para inducir la contracción.

Los mecanismos de esta hipocontractilidad no

pueden ser correctamente definidos con los presentes

experimentos. No obstante, hay una serie de hechos

importantes que merecen ser comentados. En primer

lugar, no parece que la falta de respuesta contráctil

dependa específicamente de un determinado media-

dor o de los mecanismos celulares de respuesta al

mismo. En este sentido, los estudios que han intenta-

do poner en relación la hiperfiltración con una dis-

minución del número de receptores celulares de an-

giotensina ll y/o de la afinidad de los mismos 5,6

parece que sólo han analizado parcialmente el pro-

blema. En segundo lugar, resulta evidente, por la fal-

ta de respuesta generalizada ante distintos estímulos,

que la hipocontractilidad de los glomérulos de los

animales diabéticos debe radicar en un defecto celu-

lar intrínseco de los mecanismos de contracción. Este

defecto, según demuestran los resultados obtenidos

con el PMA, debe afectar a los mecanismos celulares

distales a la protein kinasa C 18, de forma que la acti-

vidad de esta proteína o bien su acción sobre deter-

minados sustratos metabólicos sea inadecuada en la

diabetes mellitus.

Uno de los planteamientos más ambiciosos del

presente estudio consistía en evaluar la capacidad

del captopril para revertir las alteraciones funcionales

renales, en este caso concreto la hipocontractilidad

glomerular, de las primeras fases de la diabetes. No

se observaron diferencias significativas en función de

la utilización o no de este IECA, si bien el captopril

determinó una cierta tendencia a la reducción de la

hiperfiltración, proteinuria e hipocontractilidad glo-

merular observadas en los animales diabéticos. Esta

tendencia quizá podría hacerse evidente en un estu-

dio más amplio y ser una explicación parcial de la

mejoría de la proteinuria que se observa en pacientes

con nefropatía diabética tratados con captopril 7,8.

En resumen, los presentes datos experimentales su-

gieren que la hiperfiltración que caracteriza las fases

iniciales de la nefropatía diabética puede estar en re-

lación con una falta de respuesta contráctil de las es-

tructuras glomerulares ante sus estímulos habituales,

probablemente en relación con defectos intracelula-

res intrínsecos de los mecanismos de contracción.

Este defecto puede mejorar parcialmente con la ad-

ministración de captopril. Los mediadores responsa-
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bles de la inducción de la hipocontractilidad glome-

rular, los defectos celulares específicos y los meca-

nismos de acción del captopril deben ser evaluados

cuidadosamente en planteamientos experimentales

futuros.
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