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PRESENTACION

En el departamentc de Investigaciones Médicas “Mora Lara™ de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Granada, se estan realizando estudios sobre “Enzimologia
urinaria” durante mas de dos décadas. Al principio bajo la direccion de los profesores
Mora Lara y Nuficz Carril, continuada posteriormente esta labor por los profesores
Rodriguez Cuartero y Pérez Blanco.

Se siguen montando nuevas técnicas para el estudio de numerosos enzimas en las
enfermedades sistémicas con afectacion renal, como son la diabetes mellitus y la
hipertension arterial.

En la diabetes mellitus se han desarrollado trabajos en relacion con enzimas
urinarios tales como la calicreina, N-acetil-B-glucosaminidasa o beta-glucuronidasa, asi
como otros marcadores de lesion renal (microalbuminuria y glucosaminoglicanos
urinarios).

En el presente estudio, se relaciona un componente importante de la membrana
basal glomerular, los glucosaminoglicanos, con uno de los enzimas encargados de su

metabolizacion, la beta-glucuronidasa.

Trabajos previos que han sido la base para poder llegar a la situacion actual son:

. Pérez Blanco FJ, Moreno G, Cantero J, Rodriguez Cuartero A. Urinary
excretion of glucosaminoglycans in patients with early diabetic nephropathy.
Nephron. 1996; 73: 344-345.

. Pérez Blance FJ, Manzanares L, Dominguez JR, Moreno G, Rodriguez
Cuartero A. Urinary kallikrein excretion in early diabetic nephropathy. Clin.
Nephrol. 1997; 47: 64-65.

. Rodriguez Cuartero A, Barcelona Martin F. Urinary -glucuronidasa excretion in

insulin-dependent diabetes mellitus: relation with diabetic nephropathy. Clin.
Nephrol. 1997; 48: 135.
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INTRODUCCION

CAPITULO 1

NEFROPATIA DIABETICA

I) DEFINICION.

A finales del siglo XIX se pensaba que la diabetes se producia por la incapacidad
del rifién para retener agua. Desde que lo escribié Areteo de Capadocia: “En la diabetes
las partes blandas y los miembros se funden y salen a través de Ia orina. Los pacientes
nunca dejan de orinar y el flujo es incesante”.

La palabra diabetes deriva del griego y significa “sifon”, una obvia referencia a la
poliuria y a la polidipsia que son manifestaciones cardinales de este trastorno. Si bien los
sintomas relacionados con el rifion fueron los primeros en ser reconocidos come
manifestaciones de la diabetes, los efectos renzles tardios no se conocieron hasta 1936
cuando Kimmelstiel y Wilson' describieron formaciones medulares hialinas en los
glomérulos procedentes de las autopsias de ocho pacientes diabéticos; a esta lesion se le
denominé “glomeruloesclerosis nodular”. Ademds estos investigadores también
definieron el sindrome clinico de la insuficiencia renal y proteinuria intensa asociada a
hipertension sistémica. En el curso de los afios posteriores surgieron varias descripciones
de otras variedades de lesiones glomerulares y se clarificé enormemente e! cuadro clinico
y la magnitud del espectro de estas lesiones.

Bell’ describe la glomeruloesclerosis difusa, diferencidndola claramente de ia
nodular y sefiala la gran importancia de las lesiones arteriolares en la patogenia de la
nefropatia de los diabéticos.

El término “microangiopatia diabética™ fue propuesto por Lumbaeck en 1954°,
basandose en el hallazgo comin de enfermedad de los pequefios vasos tanto en la
retinopatia como en la nefropatia de los diabéticos.

La introduccién de la biopsia renal percutanea y la disponibilidad del microscopio
electrénico han permitido un mejor conocimiento de la enfermedad; se han descrito
cambios primarios en la membrana basal de los capilares y su evolucién hasta la oclusién
glomerular. Muchos estudios han contribuido a una mejor comprension de la enfermedad
permitiendo un aceptable manejo clinico de los pacientes; sin embargo, a pesar de los
grandes avances en algunas areas, siguen quedando lagunas en las que el desacuerdo y la
confusion persisten.

El sindrome clinico se caracteriza por proteinuria persistente, hipertension arterial
y deterioro progresivo de la funcion renal. El patrén histologico viene representado por
la glomeruloesclerosis nodular, glomeruloesclerosis difusa y la hialinosis glomerular.
Pero estos hechos no ocurren de forma precisa y en un momento dado en el curso de la
diabetes, son mas bien la consecuencia de una serie de eventos que de forma continuada
se van produciendo en el glomérulo.

Actualmente no existen dudas respecto a la coincidencia entre el inicio de la
diabetes y el comienzo de la nefropatia’. En los estadios iniciales se detectan alteraciones
funcionales y estructurales sin repercusion clinica, posteriormente hay un periodo de
transicion en el que se van desarrollando las lesiones glomerulares, pudiendo aparecer
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INTRODUCCION

microalbuminuria ocasional que después se hace persistente, acompaiiindose en
ocasiones de hipertension arterial y por ultimo en la fase mas tardia se establece la
oclusion glomerular y aparece proteinuria persistente con hipertension, que conduce a la
insuficiencia renal cronica terminal o a la muerte por enfermedad cardiovascular.

La nefropatia diabética es una complicacion muy severa de la diabetes mellitus
tipo I, tanto en su frecuencia como en sus consecuencias. En la diabetes mellitus tipo II
su incidencia es menor, probablemente debida a la edad de los pacientes y a la mayor
mortalidad por causas cardiovasculares que impiden en ocasiones el desarrollo de la
nefropatia.

IT) ESTUDIO DE LA PREVALENCIA.

En la actualidad las alteraciones crénicas de la microcirculacion renal son
responsables de indices muy elevados de morbilidad y de mortalidad, particularmente en
pacientes que desarrollan diabetes en la infancia o en la juventud. Se estima que hasta el
50% de estos pacientes desarrollara una insuficiencia renal después de transcurridos 10 a
30 aflos de enfermedad™®"*.

La insuficiencia renal por nefropatia es causa principal de muerte en la
diabetes”'™'"". El estudio Steno, en Dinamarca, demostré que después de 40 afios de
diabetes, sélo el 10% de los que desarrollan nefropatia vivian, frente al 70% del grupo
sin nefropatia’.

Sin embargo la enfermedad renal y la insuficiencia renal también se asocian con la
diabetes que aparece en el adulto si bién, como hemos sefialado anteriormente, en este
tipo de diabetes existen otras complicaciones sistémicas que predominan sobre la
enfermedad renal como causas de muerte''. La insuficiencia remal contribuye
significativamente a los indices de mortalidad y morbilidad en una proporcién amplia de
los pacientes diabéticos.

La incidencia acumulativa de la nefropatia diabética a los 40 afios de evolucion en
la diabetes mellitus tipo I es de 45 al 50%, con un pico de maxima incidencia a los 15
afios.

En Espaiia, por los escasos estudios epidemiolégicos disponibles se puede
calcular que hay, como minimo, un milién de diabéticos de los cuales 150.000 padecen
diabetes tipo I''®. La mitad de todos ellos presentara algiin signo de afeccion renal a lo
largo de su evolucion'>'" y alrededor de 50.000 enfermos con diabetes tipo I y de 20.000
con diabetes tipo 1I fallecerén a consecuencia de la nefropatia™'®"°.

Un reciente estudio de Esmatjes y cols® realizado en Catalufia en diabéticos tipo
II, indica que la prevalencia de la afectacion renal aument6é con la evolucion de la
enfermedad metabolica, siendo del 8,1% en los pacientes con menos de 9 afios de
evolucion, del 24,7% en los que llevaban entre 10 y 19 afios diagnosticados de diabetes y
del 44,7% en los que eran diabéticos desde hacia mas de 20 afios.

Se ha comprobado que existe una relacion estricta entre la duracion de la diabetes
mellitus tipo I y la presencia de nefropatia diabética®'. El riesgo se inicia a los 5 afios del
comienzo de la enfermedad, aumenta un 2,5% anual hasta la segunda década y a partir
de entonces disminuye un 1%"%*?%*, Por tanto no sigue el patron habitual de otras
complicaciones cronicas (retinopatia)®’. Esta disminucion de riesgo a partir de la segunda
década de la vida, sugiere que solo un grupo de diabéticos es susceptible de lesion renal.
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La nefropatia diabética, se asocia con mayor frecuencia a complicaciones tardias®®
y mayor mortalidad por causas extrarrenales”’.

El numero de pacientes que ingresa en un programa de tratamiento sustitutivo
(hemodilisis o didlisis peritoneal), se ha incrementado en los ultimos afios. En EEUU Ia
nefropatia diabética es la primera causa de insuficiencia renal crénica y de los pacientes
que ingresan anualmente en un programa de diélisis del 25 al 28% son diabéticos'****’.

Segun datos del ultimo registro USRD™ en 1996, unos 19.000 pacientes nuevos
al afio requieren tratamiento de insuficiencia renal terminal (35,2% del total) y los costes
médicos directos fueron superiores a 4 billones de délares al aito.

Algunos autores como Perneger y cols’' indican que estas cifras son aiin mayores
tomando como referencia un estudio poblacional de casos y controles. Estiman en un
42% los pacientes diabéticos con insuficiencia renal terminal incluidos en el afio 1993 en
tratamientos sustitutivos renales. De estos la mitad corresponden a diabetes mellitus tipo
I y la otra a diabetes meliitus tipo II.

En Espafia la nefropatia diabética es la tercera causa de insuficiencia renal
cronica’>”. El 12% de los pacientes que iniciaron sustitucion renal entre 1986-87 eran
diabéticos™.

Los registros llevados a cabo por la Sociedad Espafiola de Nefrologia en los
ultimos afios estdn escasamente actualizados, por lo que los datos que existen
actualmente son solo de referencia y obtenidos de los registros europeos donde el
porcentaje de respuesta de los centros espafioles en los formularios no alcanza el 70%, lo
que hace que estos datos no sean totalmente fiables™.

En relacion con el trasplante renal, el 20% en EEUU y el 11% en Europa™
fueron realizados en individuos diabéticos.

Respecto a la prevalencia de nefropatia diabética en la diabetes mellitus tipo II se
dispone de menos datos epidemiologicos. Parece mas frecuente en determinados grupos
étnicos (japoneses, pimas) en los que alcanza una prevalencia del 50% al cabo de 20 afios
de diabetes’**”’,

Existen numerosos estudios sobre la historia natural de la nefropatia diabética en
indios pima, comprobindose que es la causa mas importante de morbilidad y de
mortalidad en esta raza*’ y que la progresién de la enfermedad no va a depender de la
edad, sexo o presion arterial y si del tiempo de duracion de la proteinuria®'.

También se ha comprobado mayor incidencia de insuficiencia renal terminal en el
curso de la nefropatia diabética en determinados grupos étnicos. Cowie* observa que la
proporcion de enfermos terminales renales debido a la diabetes es mayor en los nativos
americanos e hispanicos, asi como en sujetos de raza negra.

En un estudio realizado en Italia por Garancini y cols® se demuestra que la
microalbuminuria estaba presente en el 20,9% de los pacientes diabéticos a los 5 afios de
su enfermedad, alcanzando un r:ivel maximo (25,8%) a los 10 aflos. Sin embargo, las
manifestaciones clinicas de la nefropatia en los diabéticos tipo II es mucho menor (no
supera el 10%), siendo responsable directa de su muerte en el 2-9%'*. SCHMECHEL*
encuentra nefropatia en el 22% de los pacientes con diabetes mellitus tipo II.

En la diabetes mellitus tipo II la presencia de proteinuria o fracaso renal, puede
objetivarse en el momento del diagnéstico de la diabetes. La incidencia acumulativa de
proteinuria es muy similar a la hallada en la diabetes mellitus tipo I con el paso del
tiempo, a diferencia del fracaso renal que alcanza en la diabetes tipo II, a los 31 afios de
evolucion, una tasa inferior al 10%", A pesar de esto, es mayor el nimero de pacientes
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con diabetes tipo II sometidos a programas de didlisis o trasplante renal debido, como es
16gico, a su mayor prevalencia®.
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CAFITULO 2

ETIOPATOGENIA DE LA NEFROPATIA EN LA
DIABETES MELLITUS.

Se han descrito diversos mecanismos potencialmente implicados en la
etiopatogenia de la nefropatia diabética'?, siendo dificil de aceptar que un tnico factor
pueda ser el responsable de su aparicion. Por tanto parece razonable postular que la
etiopatogenia de la nefropatia es plurifactorial, al igual que sucede en el resto de las
complicaciones de la diabetes.

La mayor predisposicion a padecer microan%lopatia esta en relacién con la
duracién de la enfermedad y con el control metabélico’, aunque se pueden asociar otros
mecanismos como son las anomalias en la microcirculacién, en la hemostasia o en la
susceptibilidad genética®.

En la patogenia de la nefropatia diabética, por tanto, se han descrito una serie de
factores involucrados entre los que podemos agrupar:

1) Factores genéticos.

2) Factores hemodinamicos.

3) Factores bioquimicos.

4) Factores hemorreolégicos y hemostaticos.

5) Factores endoteliales.

1. FACTORES GENETICOS.

Se ha sugerido que la aparicion de la nefropatia diabética podria estar relacionada
con una determinada base genética. Esta se fundamenta, en primer lugar, en el hecho de
que es muy raro el desarrollo de una neﬁ'opatla diabética en pacientes con evolucion de
la diabetes superior a los 30 afios’. Viberti’ demostré que los padres de nifios diabéticos
con proteinuria, tenian tensiones arteriales superiores a las de los padres de nifios
diabéticos sin proteinuria. En los pacientes diabéticos con proteinuria o microalbuminuria
se ha demostrado una mayor actividad de la homba de transporte Sodio-Litio (marcador
genético asociado al nesgo de desarrollar hipertension arterial), superior a los pacientes
normoalbumintricos”*

El contratransporte sodio-litio es una forma de funcionamiento de transporte
acoplado sodio-hidrégeno. Este sistema es fundamental en el crecimiento y replicacion
celular, asi como la reabsorcién renal de sodio y bicarbonato. Viberti® propone que
cuando la diabetes afecta a un sujeto con hiperactividad heredada del transporte
acoplado sodio-hidrégeno aumenta considerablemente el riesgo de nefropatia diabética.

La actividad del sistema de contratransporte sodio-litio 6 sodio-hidrégeno como
consecuencia de la hipertrofia glomerular, un aumento de la resorcion tubular renal de
sodio o hiperplasia vascular endotelial, ademés de la disminucién de la actividad de la
bomba calcio-ATPasa, presencia de polimorfismos del gen receptor de la insulina o del
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gen del enzima convertidor de la angiotensina, son los factores genéticos que se cree mas
involucrados™*"".

El riesgo de padecer esta complicacion de la diabetes mellitus tipo I se asocia a la
predisposicion genética de hipertensién arterial, de forma que esta situacion aumenta la
susceptibilidad para la nefropatia'>'’. Por tanto, la hipertension arterial no es
consecuencia del fallo renal, sino que puede ser un factor importante en su desarrollo'*.

Se ha comprobado que en los pacientes que tienen a uno de sus padres
hipertensos, el riesgo de nefropatia se triplica. También se ha observado una mayor
incidencia de hipertension en los padres de pacientes diabéticos tipo I con proteinuria'.

Numerosos autores han encontrado mayor incidencia de nefropatia diabética en
pacientes diabéticos de diferentes razas, pero siempre en relacion con la edad y tiempo
de evolucién de la enfermedad™ '**’.

Recientemente se viene hablando de la predisposicion genética a padecer
nefropatia, como consecuencia de un alteracién hemodinimica renal. Weatherall'
describe un serie de halotipos en relacién con la regulacion de la hemodindmica renal.
Khoury”? habla de una seric de marcadores genéticos en relacion con el enzima
convertidor de la angiotensina I. Doria® encuentra una asociacion entre las diferentes
secuencias del locus del enzima convertidor de la angiotensina 1 y las complicaciones
renales en 151 pacientes diabéticos tipo 1. Se ha descrito un marcador, el genotipo II del
gen del enzima convertidor de la angiotensina, que reduce el riesgo de nefropati it
pero no es asi con otras complicaciones vasculares como la retinopatia.

Por otro lado, en algunos estudios se ha insinuado una mayor incidencia de la
nefropatia en pacientes diabéticos con determinados antigenos de histocompatibilidad:

HLA-B2%, HLA-DR4*, HLA-B8 y B15%.

Un hecho incuestionable a favor de la teoria genética es que la nefropatia
diabética sélo afecta al 30-35% de los pacientes diabéticos tipo I. Pero ;qué ocurre en el
restante 70%?. ;Qué es lo que induce o protege contra el daiio renal?. El hecho debe
residir en una susceptibilidad genética frente a algunos aspectos del sindrome diabético.

2. FACTORES HEMODINAMICOS.

Los datos acumulados de estudios experimentales apoyan la hipétesis de que las
alteraciones hemodindmicas que se observan precozmente, tanto en la diabetes clinica
como experimental, pueden estar implicados en el desarrollo y progresion de la
nefropatia diabética.

Hoy dia est4 perfectamente demostrado que desde el mismo inicio de la diabetes,
una buena parte de los pacientes presentan evidentes alteraciones en la hemodinidmica
renal, caracterizados fundamentalmente por un aumento del filtrado glomerular®*' y del
flujo plasmético renal’>”. Esta hiperfiltracién glomerular esta relacionada con el grado
de control metabblico, se corrige al normalizar estrictamente la glicemia™ y
generalmente se acompafia de hipertrofia renal’ .

Son muchos los factores que en mayor o menor grado se han sugerido que
podian estar relacionados con estas alternativas hemodindmicas.
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2.1 Hiperglucemia

Estudios experimentales y clinicos, prospectivos y retrospectivos, han
demostrado que elevacion de los niveles de glucosa es el factor primordial en la génesis
de la nefropatia.

Algunos autores como Kroiewski’ defienden como cifras criticas valores de
HbA ¢ superiores al 8.1%.

El aumento de la glucemia plasmatica, de niveles normales hasta 12-13 nmol/l,
incrementa en un 5-13% el filtrado glomerular y este fenomeno es mas acusado en
pacientes con hiperfiltracion basal**'. Por otro lado, la reduccion de la glucemia
mediante la infusién de insulina reduce el flujo glomerular**™*,

El mecanismo por el que la hiperglucemia podria afectar el flujo renal es
desconocido. Se ha sugerido que podria ser modulando la sintesis renal de
prostaglandinas, aumentando la reabsorcion de sodio y agua a nivel del tibulo distal o
provocando alteraciones en el “Feed-back” tibulo-glomerular**’.

Otra posible causa podria ser mediante un incremento en la produccién de
cuerpos cetonicos, ya que recientemente se ha descrito que la infusion de estos comporta
una elevacion del filtrado glomerular*,

Son mecanismos potencialmente lesivos de la hiperglucemia ademas de la accién
toxica de la glucosa sobre el glomérulo, alterando la replicacion celular y aumentando el
crecimiento renal’®. La activacién de la proteina-kinasa C aumenta la permeabilidad
capilar y la sintesis de la matriz mesangial®’. El aumento en la produccién de citoquinas y
TGF-beta provoca hipertrofia mesangial y la glicacion no enzimaitica de proteinas
ocasiona engrosamiento y alteracion de la membrana basal, entrecruzamiento de las
moléculas de coligeno y expansion mesangial™’.

2.2 Hormona del crecimiento y glucagén.

Ambas hormonas administradas en grandes cantidades producen, tanto en el
individuo normal como en el diabético, un discreto aumento de la filtracion
glomerular’*?, No obstante, no se encontraron diferencias en sus niveles al comparar
diabéticos hiperfiltrantes con diabéticos normofiltrantes™.

2.3 Sistemas vasoactivos renales.

La funcién desempefiada por los factores hemodinimicos en el inicio y la
progresion de la nefropatia diabética ha sido estudiada de forma minuciosa durante
muchos afios™. Desde el punto de vista experimental la diabetes se ha asociado a
vasodilatacion de la arteriola glomerular aferente sin dilatacion correspondiente de la
arteriola eferente, proceso que origina hiperfiltracion e hipertension intraglomerular”. Se
cree que este ultimo factor puede contribuir de forma significativa al desarrollo de una
glomeruloesclerosis progresiva acompafiado de una hipertrofia glomerular®. En este
mecanismo juegan un importante papel los sistemas vasoactivos renales.

La hemodindmica renal depende del equilibrio entre los sistemas vasoactivos
existentes. En animales de experimentacion se ha demostrado que existe una
hiperproduccién de prostaglandinas renales’® y una inhibicion del sistema renina-

angiotensina-aldosterona™*, habiéndose sugerido en algunos estudios en humanos que
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podria existir un desequnhbno entre los sistemas vasoconstrictores y vasodilatadores con
predominio de estos wltimos®”*"*, Esta hipétesis seria coherente con la disminucion de
la resistencia arteriolar aferente hallada en ratas diabéticas®.

Otros factores que podrian contribuir a la vasodilatacion intrarrenal de los
pacientes diabéticos y de esta manera favorecer la hiperfiltracién glomcrular serian una
posible disminucién en el numero de receptores de la angiotensina I1* y una menor
sensibilidad vascular a la angiotensina I1 y a las catecolaminas endégenas®’.

También se ha comprobado como en los pacientes diabéticos hay un descenso en
la secrecion renal de algunos unportantes enzimas vasoactivos (vasodilatadores), como
los del sistema calicrefna-cinina®, favoreciendo el deterioro de la funcion renal®.

Ya habian dlagnosttcado Adetuyibi® y Margolius® que la calicreina urinaria
desciende en la hipertension arterial. En la nefropatia diabética incipiente la calicreina
renal incluso asciende, aunque posteriormente se normaliza y disminuye su secrecion en
correlacién lineal con el aclaramiento de creatinina” como consecuencia de la lesion en
la nefrona distal (lugar de sintesis).

2.4 Factor natriurético atrial.

En base al aumento del liquido extracelular que tienen los pacientes diabéticos’',
se ha postulado que podria existir en ellos un aumento en la concentracu&n plasmitica de
factor natriurético atrial y esto contribuirian a la hiperfiltracion existente™. Aunque algin
estudio experimental en ratas diabéticas, parece apoyar esta hipotesis™"*, en humanos no
se han confirmado estos hechos”.

Jungmann® estudia durante un afio los niveles plasméticos de péptido atrial en 19
pacientes diabéticos tipo I con nefropatia y los compara con otros pardmetros de funcién
renal como el aclaramiento de creatinina, alfa-1-microglobulina y presion arterial, no
encontrando correlacién con ninguno de ellos.

Parece ser que en los pacientes diabéticos el papel del péptido natriurético no es
relevante, frente a otros mstcmas vasoactivos renales como demostraron Persson y cols”’
y posteriormente Kircheheim

En el inicio y desarrollo de la nefropatia diabética lo mas importante es la
hipertension arterial capilar glomerular. Zat y Brenner®? comprueban que la nefropatia
diabética puede ser prevenida y atenuada con medidas que normalicen la presién
glomerular, como la dieta hipoproteica o con inhibidores del enzima de conversién de la
angotensina (ECA).

Brenner” indica que la hiperfiltracién glomerular podria ser la resultante de
alteraciones en: flujo plasmatico renal, flujo plasmitico glomerular, presion
coloidosmética en los capilares glomerulares, gradiente de presién hidrostatica
transglomerular y coeficiente de ultrafiltracion hidrostatica eficaz. Por tanto, la
hiperfiltracién glomerular y la hipertensién capilar glomerular son los factores
hemodinimicos mas importantes implicados en la patogenia de la nefropatia diabética,
aunque se desconoce por qué mecanismo se lesiona el glomérulo.
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3. FACTORES BIOQUIMICOS.

La hiperglucemia crénica condiciona la glicacion de una serie de proteinas, entre
las que se encuentran los componentes de la membrana basal glomerular. En este sentido
esta bien demostrada a este nivel la alteracion de la sintesis y metabolismo del
colageno®®, asi como una disminucién en la concentracion normal de 4cido sidlico y
sulfato de heparén”‘”‘“. El resultado de todo ello ser4, no sélo un cambio estructural de
la membrana basal glomerular, sino una disminuciéon en su funcionalidad ya que al
disminuir su carga eléctrica negativa se facilitara la filtracion de moléculas ani6nicas
como la albiimina, hecho que contribuiré a la aparicién de la proteinuria®.

Por otra parte, se ha sugerido® que el coldgeno glicado tendréd una especial
afinidad para unirse a macromoléculas como la albimina y la Ig G, pudiendo de esta
manera actuar como antigeno o anticuerpo en la formacién de inmunocomplejos que
contribuirdn a la lesién de la pared vascular.

La evidencia de una relacion causal entre los trastornos metabélicos producidos
por la hiperglucemia y el déficit de insulina con el desarrollo de la nefropatia diabética se
pone de manifiesto por una serie de hechos que vamos a comentar:

A) En primer lugar es evidente que al principio de la diabetes la membrana basal
de los capilares es normal y se precisa al menos de dos afios para que se inicie el
engrosamiento®.

B) Existe una zorrelacion significativa entre el desarrollo de nefropatia diabética y
la duracién de la diabetes® ™,

C) Hay un efecto beneficioso del control glucémico sobre la hiperfiltracion e
hipertrofia glomerulares, asi como sobre la microalbuminuria®™”.

D) Se produce nefropatia en diabetes secundarias’’ y experimentales

E) Se produce regresion de las lesiones glomerulares con el trasplante de
pancreas, tanto en modelos animales™** como en humanos™.

F) Desarrollo de nefropatia diabética al trasplantar rifiones de donantes normales
a receptores diabéticos en animales de experimentacion’ y en seres humanos™”.

G) Se encuentra reversibilidad de las lesiones tipicas de nefropatia diabética al
trasplantar rifiones de diabéticos en receptores no diabéticos, tanto en animales” como
en seres humanos®,

Las pruebas realizadas en animales apoyan firmemente la teoria metabélica al
comprobarse que las alteraciones funcionales y estructurales de la nefropatia diabética en
sus fases iniciales dependen de la hiperglucemia u otros trastornos metabdlicos
acompaiiantes.

Los estudios controlados realizados en seres humanos para estabiecer la relacion
entre control metabélico y el desarrollo de nefropatia diabética no son tan persuasivos.
En todos ellos se ha comprobado una disminucion de la excrecion urinaria de albimina
mediante el tratamiento insulinico intensivo (bombas de infusién), frente al tratamiento
convencional”'®,

En el estudio de Steno® se apreci6 una disminucién del filtrado glomerular renal
después de dos afios de tratamiento intensivo.

Los resultados publicados por el Grupo de Investigacién del Control de la
Diabcte]% Y sus complicaciones (DCCT) a lo largo de los tiltimos afios son mas bien
criticos ™ .

92,93
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4. FACTORES HEMORREOLOGICOS Y HEMOSTATICOS.

En los pacientes con diabetes mellitus se han descrito alteraciones
hemorreolégicas'®'® asi como alteraciones funcionales de las plaquetas'®'® que
condicionan un cierto estado de hiperagregacion plaquetaria. Se desconoce cual puede
ser la importancia de este hecho en la etiopatogenia de la microangiopatia diabética en
general y en la nefropatia en particular, pero lo cierto es que algunos autores han
demostrado que el uso de farmacos inhibidores de la agregacion plaquetaria disminuye el
grado de proteinuria' """,

Se ha comprobado en pacientes diabéticos que puede estar incrementado el factor
VIII de la coagulacién''? y el activador del plasminégeno'", sobre todo en pacientes que

desarrollan una microangiopatia.

5. FACTORES ENDOTELIALES.

En los tltimos afios se ha conocido la importancia del endotelio vascular en la
regulacién autocrina, paracrina y endocrina. Puede afirmarse que la fisiologia y
fisiopatologia del sistema vascular es en la actualidad incomprensible, si no se considera
esta porcion luminal de la capa intima de los vasos. A la luz de los hallazgos sobre el
papel que el endotelio desempefia en la regulacion del sistema vascular se ha postulado
recientemente la posibilidad de que esta monocapa de la pared del vaso intervenga de
manera sustancial en el desarrollo de la hipertensién arterial en pacientes diabéticos.

A partir de la primera publicacion de Fortes y cols en 1983% en la que se
comunicaba la existencia de alteraciones en la respuesta vasodilatadora endotelio-
dependiente en vasos procedentes de animales diabéticos, son miiltiples los estudios que
han confirmado la presencia de estas alteraciones en la diabetes.

Los datos que se disponen en la actualidad son no obstante contradictorios, ya
que existen algunos estudios en los que no se ha observado alteracion en las respuestas

vasomotoras endotelio-dependientes''*'"*,

Ei endotelio sintetiza una gran cantidad de sustancias a través de las cuales
regula, desde el tono vascular a los fenémenos de agregabilidad y adhesividad
plaquetaria''®, pasando por la actividad simpética perivascular'’, la recaptacién por la
terminacién presinptica de aminas biogenas''® y la proliferacién e hipertrofia del
misculo liso subyacente''®.

Desde el punto de vista vasomotor, el endotelio libera una serie de sustancias que
estan involucradas en las alteraciones vasculares de la diabetes; unas actian como
factores relajantes y otras como factores contréctiles:

a) Factores relajantes:

¢ Disminucion del 6xido nitrico basal.

e Disminucion del 6xido nitrico estimulado.

¢ Disminucion de la prostaciclina.

b) Factores contréctiles:
¢ Aumento del tromboxano.
e ;Aumento de endotelina?.
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5.1 Factores relajantes.

El antiguo concepto de que el endotelio vascular es una capa de células inertes
estd ya desacreditado. Hoy dia se sabe que el endotelio es una unidad funcional con
propiedades endocrinas, capaz de sintetizar sustancias que permiten mantener basalmente
un estado de vasodilatacion permanente: EDRF (endotelium derived relaxing factor).

Palmer y cols'” usando simultineamente un ensayo quimico y un bioensayo
demostraron que el EDRF era idéntico al Oxido Nitrico, que se libera continuamente
desde las células endoteliales bajo la accion de la bradicinina, permitiendo un tono basal
de vasodilatacion. Posteriormente Ignarro'” establecié que el éxido nitrico era un
microvasodilatador endégeno.

Actualmente no existen marcadores fiables de actividad del éxido nitrico “in
vivo”.

El 6xido nitrico interviene en la fisiologia de la circulacion renal actuando a nivel
del mesangio, células musculares lisas de los vasos y epitelio tubular'?'. Es probable que
la accién vasodilatadora del 6xido nitrico sea sinérgica a la prostaglandina I'*'.

El 6xido nitrico juega un papel importante en la regulacion excretora renal en
condiciones basales. Al inhibir la sintesis de 6xido nitrico se afectaria en primer lugar la
funcién excretora de los tibulos (que serian los mas sensibles) y posteriormente los
vasos (aumento de las resistencias vasculares renales y sistémicas'”’).

El 6xido nitrico ha sido estudiado inicialmente en pacientes con hipertensién
arterial. Vallace'** en hi?ertensos y diabéticos encuentra disminucion del 6xido nitrico.

Corbett y cols'” sugieren que el 6xido nitrico puede ser el agente casual en la
aparicion de las alteraciones vasculares de la diabetes. El 6xido nitrico produce sus
efectos a través de la guanilato-ciclasa soluble, con el consiguiente aumento de los
niveles intracelulares de GMP ciclico'”. Una forma indirecta de evaluar la liberacién
tonica de 6xido nitrico es medir los niveles de GMP ciclico en el musculo liso. Existen
dos trabajos en los que se han medido los niveles de GMP ciclico en vasos procedentes
de animales diabéticos con resultados contradictorios''*'*".

Otra manera de valorar la produccion basal de 6xido nitrico consiste en evaluar la
respuesta “in vivo” a los andlogos de la L-arginasa, precursor fisiolégico del 6xido
nitrico'”®, a través de la reaccion catalizada por alguno de los isoenzimas de la 6xido
sintetasa.

Es interesante destacar que la liberacion estimulada del 6xido nitrico, evaluada a
través de la respuesta a la acetilcolina, no estaba deteriorada en los pacientes
diabéticos'?®, aunque otros autores si la encuentran descendida>"' y esto se explica
porque la diabetes afecta selectivamente al receptor muscarinico, pero las modificaciones
en la respuesta a otras sustancias (histamina, bradicinina, etc.) sugiere un defecto
generalizado de la liberacion de este factor endotelial.

Gupta'” comprueba que la hiperglucemia produce una disminucion endotelio-
dependiente de la actividad ATPasa-Na+K+ dependiente que revierte tras la adicion de
L-arginina, implicando al 6xido nitrico en la génesis de este efecto de la hiperglucemia.

Ademas del o6xido nitrico, la prostaciclina es el segundo de los factores
endoteliales relajantes implicada fehacientemente en las complicaciones vasculares de la
diabetes. Este derivado del 4cido araquidonico posee efectos vasodilatadores y

antiagregantes'>,
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Existen abundantes datos que sugieren una menor sintesis de esta sustancia, en la

pared vascular de distintos lechos vasculares arteriales en diferentes enfermedades'**'*,

asi como en la diabetes**'*,

Junto a modificaciones en la tasa de sintesis de prostaciclina se ha encontrado que
en estos vasos de diabéticos la prostaciclina produce vasoconstriccion paradojica, en el
lugar de la vasodilatacion que ocasiona en vasos sanos'’. Esta vasoconstriccién podria
estar mediada por la liberacién de eicosanoides vasoconstrictores como el tromboxano

A;.
5.2. Factores contrictiles.

El més estrechamente relaccionado con la diabetes es el tromboxano A,'**. Las
respuestas contréctiles endotelio-dependientes inducidas por la actetilcolina en la aorta
abdominal de conejos controles preincubados en altas concentraciones de glucosa son
abolidas por la inhibicién de la ciclooxigenasa y por el antagonista del receptor del
tromboxano $Q29548'".

Cuando se miden por técnicas de RIA los niveles de tromboxano basales y tras
estimulacion con acetilcolina, estos niveles se encuentran mas elevados en los vasos de
animales diabéticos que los controles'*’. Sin embargo, las concentraciones de glucosa
utilizadas durante la preincubacion de los vasos en estos experimentos se sabe que
producen daflo téxico a las células endoteliales'**.

Gebremedhin y cols.'*! han demostrado que es necesario inhibir la ciclooxigenasa
(enzima que participa en la sintesis del tromboxano) para poder observar una alteracion
en la respuesta endoteliodependiente a acetilcolina en los segmentos vasculares. Por otro
lado si existe acuerdo entre los distintos autores en relacion al aumento de los niveles
basales de tromboxano A, del probable origen plaquetario en la diabetes'**'*’, asi como
una mayor sensibilidad del misculo liso a este agente vasoconstrictor'**'#*,

Estudios experimentales en ratas han corroborado el papel del tromboxano
glomerular, aumenta al inicio de la nefropatia y que este junto a las endoperoxidasas
perpetian el dafio glomerular'*.

Respecto a otros agentes endoteliales vasoconstrictores, solo se ha podido
comprobar que la endotelina I aumenta su produccion cuando hay situaciones concretas
de hiperinsulinismo, sin que hasta ahora se pueda relacionar con la patogenia de la
diabetesld?.l“,lw.

Collier y cols.'” han observado un incremento de la endotelina plasméatica en
pacientes con microalbuminuria y por tanto en pacientes con nefropatia en fase de
transicion.

Fukui'*' ha demostrado en ratas diabéticas que el aumento de la endotelina I se
debe a un elevado nimero de sus receptores a nivel glomerular, mediado posiblemente
por una mayor predisposicion genética.
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CAPITULO 3

ALTERACIONES FUNCIONALES E HISTORIA
NATURAL DE LA NEFROPATIA DIABETICA

La nefropatia diabética que puede considerarse cuando hay proteinuria
persistente de mas de 0,5 gr/24 horas, suele desarrollarse tras 12-20 afios de diabetes.
Viene precedida de una larga fase silente en la que pueden detectarse en el rifion
alteraciones tanto estructurales como funcionales, a menudo desde una etapa muy precoz
en el curso de la diabetes.

Estos cambios funcionales pueden ser considerados segiin las tres principales
fases de la historia natural de la nefropatia diabética:

Fase precoz.

Fase de transicion.

Fase tardia.

1. FASE PRECOZ.

En la fase inicial de la nefropatia del paciente diabético se producen una serie de
alteraciones funcionales que vamos a estudiar detalladamente:

1.1.Hiperfiltracién glomerular.

La hiperfiltracion glomerular (indice de filtracion glomerular aumentado de forma
anormal) puede observarse en el hombre en varias situaciones fisiologicas y
patologicas'?, pero es muy caracteristico y més frecuente en pacientes diabéticos tipo I
cuando el cortrol metabélico no es perfecto.

Los estudios de filtracién glomerular en diabéticos con nefropatia en fase inicial,
han sido analizados por numerosos autores™”.

Varios investigadores han intentado definir el estimulo especificc que determina
una hiperfiltracion glomerular en fase tempranza de la diabetes. Un factor indiscriminado
ha sido la elevacion de la glucemia “per se”. En efecto, es posible demostrar elevaciones
agudas el indice de filtracién glomerular en sujetos normales cuando se infunde glucesa
por via endovenosa hasta alcanzar niveles hiperglucémicos, pero dichas elevaciones del
filtrado glomerular han sido moderadas, con incremento del orden del 6-15%". En los
pacientes diabéticos el grado de hiperfiltracién es mucho mayor® y desciende cuando se
infunde insulina, aunque la deficiencia de insulina es una causa improbable de las
elevaciones del indice de filtracién glomerular.

Ademds de estos niveles alterados de glucosa y de las hormonas metabdlicamente
relacionadas (insulina, glucagén, hormona del crecimiento), es posible que en la diabetes
tengan lugar numerosas alteraciones de los niveles circulantes de hormonas vasoactivas y
de las respuestas vasculares a dichas hormonas’. Christlieb ha demostrado que los niveles
de renina generalmente estin deprimidos en animales de experimentacion con una
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diabetes en fase temprana. La disminucién de la actividad de la renina se ha relacionado
con la tendencia a la expansién del volumen sanguineo, que podria contribuir a la
elevacion del indice de filtracién glomerular.

En ratas con diabetes inducida con estreptozotocina Ballermann y cols. han
demostrado que no solamente no aumentan los niveles de renina circulantes, sino
tampoco los de angiotensina II que se fija en los glomérulos diabéticos. También se han
demostrado alteraciones de la produccién de catecolaminas y prostaglandinas y/o una
reduccion de las respuestas vasculares a dichas sustancias en diversas circunstancias
asociadas a la diabetes™®.

Kock-Jensen® indica que la produccién renal de prostaglandina podria ser un
factor especialmente importante en la filtracion glomerular en animales de
experimentacién en una fase temprana de la diabetes, dado que la administracion de
indometacina en dichos animales se asocié con reducciones sustanciales del filtrado
glomerular, Shambelan'® demuestra una sintesis aumentada de prostaglandinas en
glomérulos aislados obtenidos de ratas diabéticas.

Estos estudios resaltan el importante papel desempefiado por la alteracion de la
sintesis de prostaglandinas renales en las modificaciones hemodindmicas de la diabetes en
su fase temprana.

Los fundamentos hemodinimicos intrarrenales de hiperfiltracién en pacientes
diabéticos, también han sido estudiados.

La filtracién glomerular esta gobernada por cuatro factores:

En primer lugar, el flujo plasmatico glomeruiar afecta a la presion media de la
ultrafiltracion y en consecuencia mantiene una relacion directa con el indice de filtracion
glomerular. En diabéticos en fase temprana el flujo plasmético renal estd intimamente
relacionado con el estado de hiperfiltracion™*''. Dado que el flujo plasmético renal se
estima por el método de depuracion del para-aminohipurato se ha utilizado, aunque
algunos lo discuten, para evaluar la funcién renal en los pacientes diabéticos con
nefropatia incipiente'”.

En segundo lugar es la presion osmética sistémica la que interviene en buena
parte de la regulacion del flujo glomerular. En la diabetes mellitus no se han encontrado
alteraciones de esta presion osmética, de acuerdo con las estimaciones de las
concentraciones de diferentes proteinas plasmaticas’.

El tercer factor determinante del indice de filtrado glomerular es la diferencia de
presion hidraulica transcapilar glomerular, la cual no puede ser determinada en el ser
humano.

El cuarto y diltimo factor es el coeficiente de ultrafiltracion glomerular, el
producto de la conductividad hidréulica capilar y el 4rea de la superficie de la red capilar
disponible para la filtracién. Ninguno de dichos pardmetros puede ser estimado o medido
en forma independiente en la actualidad.

Las determinaciones del drea capilar glomerular total muestran un claro
incremento en la fase temprana de la diabetes, tanto en el ser humano como en animales
de experimentacion'™"*. Estos hallazgos han sugerido que ia hiperfiltracion serd la
consecuencia, por lo menos en parte, del incremento del drea de superficie glomerular.
Se han establecido correlaciones entre el valor del indice de filtracién glomerular y
determinaciones morfométricas del area de superficie glomerular en biopsias renales
humanas',
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A fin de aclarar exhaustivamente las bases hemodinamicas de la hiperfiltracion en
la fase temprana de la diabetes, diversos estudios de diabetes experimental en ratas han
empleado técnicas de micropuncién. En ratas convertides en diabéticas con
estreptozocina, cuando los niveles de hiperglucemia fueron mantenidos a un nivel
moderado (una media de 375 mg/dl) mediante la infusién diaria de bajas dosis de
insulina, estos animales presentaron incrementos del indice de filtracion glomerular por
nefrona aislada de la corteza del orden de un 40%. Asi en este modelo animal se
reprodujo la hiperfiltracién observada en la fase temprana de la diabetes humana.

Varios modelos experimentales de diabetes también han demostrado una
hiperfiltracion similar a la observada en la diabetes humana. Dicha hiperfiltracion se
registrd en la diabetes en ratas inducidas por aloxano'!, en perros y ratas
pancreatectomizadas y en dos cepas de ratones con diabetes espontanea’ .

La hiperfiltracion glomerular que se da en las fases iniciales de la diabetes se debe
a multiples factores. Se ha visto que aparece en el 25-40% de la diabetes mellitus tipo I
en humanos'® y tiene una gran importancia en la patogénesis y desarrollo de la nefropatia
diabética'®.

En la diabetes mellitus tipo II los resultados realizados sobre el filtrado
glomerular son escasos y poco concluyentes.

1.2 Excrecién de albiimina.

La proteinuria clinicamente detectable no se encuentra presente en pacientes con
una nefropatia diabética en su fase inicial. Sin embargo, durante este periodo de la

enfermedad es posible detectar albuminuria excesivamente elevada en dos circunstancias:
en pacientes con un control metabolico deficiente' y después de un ejercicio fisico
moderado®. Estas circunstancias de estrés metabolico y fisico que conducen a
incrementos anormales leves, pero detectables de la excrecion de albimina no se
acompaiian, sin embargo, de la excrecion urinaria de B;-microglobulina. Dado que la ;-
microglobulina es una proteina de bajo peso molecular (aproximadamente 20.000
daltons) y con un radio molecular aproximadamente 16A, normalmente es libremente
filtrada a través de la pared capilar glomerular y reabsorbida en gran medida por el
epitelio tubular proximal. Por lo tanto el indice de excrecion de estas proteinas es en gran
medida un indicador del grado de captacién tubular de la proteina filtrada. Asi una
excrecion constante de P,-microglobulina en presencia de una microalbuminuria
creciente indica que el exceso de albimina no es el resultado de una alteracién de la
reabsorcién proteica a nivel tubular, sino derivada de un escape glomerular excesivo. Si
la albuminuria es de origen glomerular el problema debe ser consecuencia de alguna
alteracién de los determinantes normales de la filtracion proteica®'.

El grado de filtracion de proteinas plasméticas, asi como de cualquier otra
macromolécula, a través de los capilares glomerulares depende fundamentalmente de tres
factores:

1) El tamatio de las moléculas, que determina su permeabilidad relativa®; en
consecuencia las moléculas pequefias (por ejemplo la insulina) no se retienen en ningin
grado mensurable, mientras que la filtracion de las moléculas de mayor tamaiio sufren un
retardo progresivo, de modo que las moléculas con un radio mayor de 40 A atraviesan
escasamente el capilar glomerular. La posibilidad de que un defecto de las propiedades
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selectivas del tamafio a nivel del glomérulo contribuya a la microalbuminuria de la fase
temprana de la diabetes es un hecho evaluado por Mogensen y confirmado
posteriormente por Myers y cols.”.

2) Ademés de ser selectiva la pared capilar glomerular con el tamafio de las
moléculas también hay selectividad de carga macromolecular, dado que las
macromoléculas con carga negativa se filtran con mayor dificultad que las
macromoléculas neutras o con carga positiva de un tamafio equivalente™. Es improbable
que la microalbuminuria temprana, inducida por descontrol metabdlico y el ejercicio
fisico, se deba a modificaciones de la selectividad de cargas, ya que desaparece
demasiado rapidamente como para ser atribuidas a modificaciones de las propiedades
eléctricas de la pared capilar glomerular'.

3) El tercer determinante de la filtracién de proteinas a través del glomérulo es el
conjunto de fuerzas hemodindmicas que operan a través de la pared glomerular. Las
modificaciones de las presiones y flujo glomerular afectan tanto a las fuerzas de difusion
como a la fuerza de convencion para el flujo transglomerular de las macromoléculas™.

En pacientes y animales diabéticos, incluso en presencia de grados moderados de
hiperglucemia, se observan alteraciones hemodinimicas renales de importancia que
responden rapidamente a las modificaciones del control metabélico.

La microalbuminuria detectada en fases tempranas de la diabetes mal controlada
probablemente sea la consecuencia, por lo menos en parte, de alteraciones asociadas a la
hemodinémica glomerular’® e incluso a alteraciones sistémicas™”’.

Por tanto en las fases iniciales de la nefropatia diabética la presencia aislada de
albuminuria tras ejercicio fisico o por un mal control metabodlico va a tener poco
significado en términos de la evolucién posterior de la enfermedad renal.

1.3. Funcién tubular.

En la fase temprana de la diabetes también es posible detectar alteraciones de la
funcion tubular. En estos pacientes hay una elevacion considerable de los indices
méximos de reabsorcion de glucosa™. La reabsorcién absoluta de sodio, también estd
aumentada”. Esto Gltimo probablemente se deba al cotransporte tubular proximal
asociado con la glucosa, la cual se encuentra presente en concentraciones anormalmente
altas.

Por otra parte, la reabsorcion tubular de fosfato se encuentra reducida en estos
pacientes diabéticos, al parecer en relacion con el nivel de glucemia y no de los niveles de
hormona paratiroidea o del crecimiento, como cabria esperar.

Las repercusiones relacionadas con la funcién renal global de estas alteraciones
del transporte de sodio, glucosa y fosfato se desconocen.

2. FASE DE TRANSICION.

La nefropatia diabética va progresando pudiendo aparecer un signo clinico como
es la hipertension arterial; sigue aumentando la tasa del filtrado glomerular, pero el
hecho fisiopatologico fundamental que define este estadio de la diabetes mellitus es la
presencia de microalbuminuria.
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2.1. Microalbuminuria.

Se entiende por microalbuminuria la excrecion urinaria de albimina entre 20-200
pg/min., que equivale a 30-300 mg/24h., en ausencia de proteinuria detectable por los
métodos habituales™.

Hasta el momento actual la microalbuminuria sélo ha sido un parametro de gran
utilidad en la valoracion del paciente diabético, no obstante existen otras situaciones, en
las que se produce aumento de la excrecién de microproteinas, como ocurre en la
hipertension arterial’, sindrome hemolitico urémico®, fiebre mediterrdnea familiar™ o en
la glucogenosis tipo I**. Ademis se ha utilizado como marcador de riesgo vascular en la
anemia falciforme y en el déficit de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa®.

La microalbuminuria es la primera manifestacion clinica de la nefropatia diabética.
Aunque en ocasiones puede aparecer mucho antes que otras ateraciones renales, e
incluso antes de diagnosticar al paciente de diabetes. Mykkanen™ asegur6 que puede
presentarse microalbuminuria en el estado de g)rediabetes junto con otras alteraciones
como la dislipemia® o intolerancia a la glucosa™®. Inicialmente puede ser ocasional pero

cuando se hace persistente conlleva un riesgo elevado de nefropatia lo que justifica el
término de nefropatia incipiente o paciente de alto riesgo”. Es por tanto un signo
prondstico de nefropatia si se encuentra microalbuminuria en dos o tres muestras de
orina, tomadas consecutivamente, de preferencia dentro de un plazo de seis meses. No
debe de haber bacteriuria significativa en la orina, ya que se modifican los resultados.
Existen situaciones con nefropatia diabética en fase avanzada en que hay ausencia de
albuminuria, por lo que autores como Tsalamandris'® sugieren que no tiene valor

pronostico. No obstante se ha comprobado en la mayoria de los casos la correlacion que
existe entre albuminuria y aumento de la presion arterial'' y otras manifestaciones
vasculares de la diabetes” por lo que podemos decir que la microalbuminuria tiene valor
para predecir con el menor error la evolucién posterior de la nefropatia.

La microalbuminuria se origina por la hiperfiltracion glomerular y la alteracion
selectiva de la permeabilidad de la membrana basal******.

La base estructural de la microalbuminuria sigue sin aclararse. Para unos estaria
relacionada con la expansién del mesangio y para otros en el engrosamiento de la
membrana basal'®**"’. La barreara capilar sangre-orina es como una membrana con
poros cargados negativamente. El paso de particulas por esta barrera depende del
tamaio y carga de estas moléculas, asi como dei gradiente de presion intraglomerular'®,
La microalbuminuria altera la selectividad de la barrera probablemente por la pérdida de
cargas negativas de la membrana basal (atribuible a la pérdida del proteoglicano heparan
sulfato) y consecuentemente aumenta la filtracion de albimina™**.

La relacién albuminuria/proteinas totales en personas normales es del 11% y
cuando aparece microalbuminuria es del 22%"".

La determinacion de microalbuminuria se puede hacer en orina de 24 horas o en
periodos cortos de tiempo, siendo mas conveniente en este caso la orina de por la noche,
ya que se ha comprobado excrecion més baja en posicién supina”. Los métodos de
determinacién pueden ser muy variados. Cuantitativos como el Ria, Elisa, nefelometria,
fluorodifusion, etc. o cualitativos como microalbutest (cambio de color azul del
tetrabromofenol en presencia de proteinas) y particulas de litex (aglutinacion)*" ™.

El diagnostico precoz de nefropatia mediante la determinacion de

microalbuminuria tiene gran valor’’, pero ademas se utiliza para considerar el posible
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tratamiento antihipertensivo al que vamos a someter al paciente. Estudios minuciosos
han comprobado®® la utilidad del screening para microalbuminuria antes de iniciar el
tratamiento de la nefropatia diabética.

2.2. Hiperfiltracién glomerular.

Se ha sugerido que una tasa de filtracion glomerular elevada puede ser de
importancia en la patogénesis y progresion de la nefropatia diabética. En asociacion con
la microalbuminuria puede ser un marcador de “ riesgo elevado “. Sin embargo el
significado prondstico de hiperfiltracion glomerular en ausencia de microalbuminuria es

incierto®%,

3. FASE TARDIA.

Es la fase de nefropatia diabética establecida. La proteinuria intermitente suele ser
la primera manifestacién y puede continuar a lo large ds ios afios antes del desarrollo de
la proteinuria persistente. La aparicion de proteinuria persistente sefiala el inicio de un
deterioro gradual y progresivo de la funcién renal. El intervalo entre el inicio de la
proteinuria y la muerte por la uremia puede variar entre pocos y 20 afios. Los factores
responsables de este deterioro variable de la funcién renal son desconocidos, pero los
pacientes que presentan proteinuria e hipertension graves parecen tener peor prondstico.

Las alteraciones més importantes que se producen en esta fase son: hipofiltracién
glomerular, proteinuria e hipertension.

3.1 Hipoﬂlfracién glomerular

Los mecanismos hemodindmicos responsables de la reduccion del indice de
filtracion glomerular en la nefropatia diabética establecida no han sido completamente
definidos.

Las determinaciones realizadas en pacientes con una reduccién del indice de
filtrado glomerular hasta valores de 20-30 ml/min., indican la presencia de reducciones
- proporcionales del filtrado plasmético renal, de modo que la fraccién de filtracion
permanece relativamente constante en estos pacientes™. Fn consecuencia, la reduccién
del indice de filtrado glomerular puede ser atribuida parcialmente a la reduccion del
filtrado plasmético renal. Ademds, también podria explicarse por modificaciones del
coeficiente de ultrafiltracién como consecuencia de la expansién mesangial y la oclusién
capilar®™®, Sin embargo, no se ha establecido con certeza el papel funcional
desempefiado por dichas alteraciones morfologicas, dado que no es posible determinar
los gradientes de presion hidréulica transcapilar en un contexto clinico. De todas maneras
las estimaciones efectuadas sobre la base de mediciones indirectas en pacientes con
nefropatia diabética avanzada son compatibles con una reduccién del coeficiente de
ultrafiltracién debido a una dismirucién de la superficie capilar glomerular disponible
para la filtracién®.

La edad, sexo, inicio o duracién de la diabetes, la tasa de aclaramiento de
albimina, la tasa de filtracién glomerular inicial o el control de la gluccsa en sangre no se
relacionan con el deterioro del indice de filtracion glomerular. La monitorizacion de la
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funcion renal en los pacientes con nefropatia diabética es importante ya que puede
predecirse el curso de los sucesos en el tiempo. En los estadios precoces debe
determinarse el indice de filtracion glomerular, ya que la creatinina no aumenta hasta que
ésta ha disminuido entre el 50% y el 75%. Una vez que el indice de creatinina ha
ascendido por encima de 200 mmol/l. se correlaciona estrechamente con el estado de
deterioro renal y esto puede ser estimado representando gréficamente el valor inverso de
la creatinina sérica frente al tiempo™”**".

3.2 Proteinuria

La proteinuria aumenta al tiempo que progresa la nefropatia diabética. Se define
como la excrecién urinaria de albimina superior a 200 pg/min. o 300 mg/24h., que
equivale a 0,5 gr. de proteinas/dia®.

La causa intima de la excrecion aumentada de albimina se desconoce con certeza
en la nefropatia diabética, pero podriamos implicar a tres mecanismos fundamentales en
su patogenia:

1 ) Aumento de la presion intraglomerular. “Fuerza” el paso de albimina a
través del filtro glomeruiar. Esto explicaria el efecto beneficioso de los antihipertensivos
disminuyendo esta excrecion urinaria de albimina (todos en general y los inhibidores
ECA en particular tienen un efecto ms selectivo sobre el flujo glomerular)”. De modo
similar explicaria el efecto beneficioso de la dieta hipoproteica disminuyendo también la
excrecion de albimina, pues actuaria disminuyendo la aminoacidemia de conocido efecto
presor en los capilares renales por su capacidad estimuladora de la secrecién de
prostaglandinas locales™"".

2) Aumento del tamafio del porc en la barreara de filtracion glomerular, que
l6gicamente facilitaria el paso masivo de macromoléculas como la albiimina, hasta llegar
progresivamente a un eventual sindrome nefrético™ .

3) Disminucion de la selectividad de la carga eléctrica en la membrana de
filtracion glomerular que facilitaria el paso de moléculas eléctricamente negativas (como
la alblimina) a través de la membrana basal glomerular”. Una pérdida neta de cargas
negativas a nivel de la membrana basal glomerular podria explicarse, por ejemplo, por un
defecto parcial en la sulfatacion de proteoglicanos que normalmente le confieren un
cardcter electronegativo (predeterminado de forma genética) o bien por una alteracién
adquirida, como resultado de una glicacion proteica aumentada del coligeno de la
membrana basal glomerular que determinaria cambios en la estructura terciaria y
cuaiernaria con efecto neto sobre su carga eléctrica de superficie.

Segiin las ultimas investigaciones el mecanismo mds precoz parece ser
precisamente éste ultimo de la alteracion de la selectividad eléctrica™.

Este mecanismo es posiblemente la clave de su precocidad. Esta claro que este
cambio de selectividad eléctrica ocurre antes que la alicracion en el tamafio del poro a
nivel glomerular. Para demostrar este punto se ha estudiado el aclaramiento renal de
dextranos de diferentes tamafios bien caracterizados asi como el aclaramiento de diversas
moléculas IgG. En dichos trabajos se logré calcular simultdneamente la selectividad de
filtracion en cuanto a tamafio de poros (aclaramiento de dextranos), asi como la
selectividad en cuanto a carga eléctrica (indice de selectividad eléctrica para IgG)”. Por
logica, si hubiese una alteracién de la carga eléctrica neta de las proteinas de la
membrana de filtracion glomerular (disminucién de cargas negativas de superficie) el
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aclaramiento de IgG (con mayor carga eléctrica negativa) seria mayor, puesto que se
perderia parcialmente la normal repulsa negativo-negativo entre las cargas de las
proteinas de la membrana de filtracion y las de la albimina. Los resultados indicaron que
el indice de selectividad eléctrica estaba ya drésticamente disminuido en los primeros
estadios de microalbuminuria incipiente, mientras que el tamafio de los poros sélo se
empez6 a detectar en fase mucho més avanzada de franca proteinuria”.

Esto se interpreta como una pérdida precoz de la selectividad eléctrica en la
barrera glomerular y no en la barrera tubular.

La alteracién de base en la carga eléctrica de la membrana basal glomerular se
explica:

' Que se trate de un defecto en la sulfatacion de los proteoglicanos de la
membrana. Pudiera existir una distribucién gaussiana del grado de sulfatacion de los
proteoglicanos, como expresion de una heterogeneidad enzimatica del metabolismo de
los proteoglicanos, lo que explicaria una predisposicion en una parte de la poblacién
diabética a sufrir nefropatia.

*  Otra explicacién serfa que, ademés de lo anteriormente sefialado, se aflada
una glicacién del coldgeno de la membrana basal glomerular que produjese alteraciones
estructurales proteicas con cambios de carga eléctrica neta de superficie, lo cual
explicaria la tendencia a iniciarse una nefropatia generalmente leve y facilmente
controlable con un buen seguimiento o bien la tendencia a agravarse una nefropatia
diabética generalmente mds severa, si ya existe una predisposicion a ello”. Cualquiera de
los dos mecanismos, o ambos a la vez, podrian expiicar esta alteracion en la selectividad
de la carga que desencadenaria el inicio y/o progresién de la enfermedad.

3.3 Hipertension.

La hipertension no parece ser una condicion previa necesaria para la enfermedad
renal diabética. Sin embargo, la gran mayoria de los pacientes diabéticos que evolucionan
hacia la insuficiencia renal desarrollan en ultima instancia una hipertension'®.

Algunos autores sugieren que dicha hipertension seria una manifestacion
relativamente tardia de la nefropatia diabética y que por lo tanto refleja un mecanismo
similar al de Ia hipertension asociada con la enfermedad renal terminal en general”".

Estudios de Parving y cols.” compararon 60 diabéticos tipo I que presentaban
proteinuria con 20 sin proteinuria, de igual sexo, edad, peso corporal y duracion de la
diabetes. Han comprobado que en el grupo de la proteinuria padecian un aumento de la
presion arterial respecto al otro grupo. Las elevaciones de la presion arterial pueden
preceder a la proteinuria al igual que la reduccién importante del indice de filtracion
glomerular”.

Los mecanismos responsables de la hipertension en el diabético no han sido
claramente definidos®.

Obviamente , los pacientes diabéticos pueden desarrollar una hipertensién arterial
esencial. Sin embargo s¢ han sugerido diferentes mecanismos especificamente
relacionados con la diabetes que podrian aumentar las probabilidades de hipertension en
dicha condicion.
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3.3.1. Expansién de volumen.

La expansion de volumen plasmético y extracelular es considerada como
consecuencia:

o Elevacion del nivel de glucosa extracelular en el diabético, que actiia como
una fuerza osmotica que redistribuye el liquido desplazdndolo desde el
compartimiento intracelular hasta el extracelular, lo que incrementa la cantidad de
liquido extracelular incluyendo el volumen plasmético.

o El aumento del volumen plasmitico podria actuar como estimulo temprano
para incrementar el volumen minuto cardiaco lo que se reflejaria en una
hipertension sostenida®'.

3.3.2. Aumento de la reabsorcion renal de sodio.

Como consecuencia de la presencia de niveles mas clevados de glucosa el
diabético podria tener un aumento de la reabsorcion tubular proximal de sodio impulsado
por el contraste de glucosa y sodio a dicho nivel**. Ademis, Ia provision de insulina
puede estimular la reabsorcion de sodio®™*.

Por tanto los pulsos exégenos de insulina recibidos en la diabetes mellitus tipo I y
las elevaciones de los niveles endogenos de insulina en la diabetes mellitus tipo II podrian
determinar un incremento de la reabsorcion de sodio, lo que se asociaria a una expansién
adicional del volumen y en tltima instancia con el desarrollo de hipertensién sistémica®.

Ademis en esta fase de la enfermedad renal se ha comprobado un incremento de
la actividad del sistema renina-angiotensina, debido a una aumento de su actividad tisular

y una mayor sensibilidad de la angiotensina 11, Jo que condiciona que se favorezca la
retencion tubular de sodio y agua.

3.3.3. Enfermedad renal terminal.

Esta predispone al desarrollo de hipertension debido a la tendencia a una
expansion de volumen ain mayor que en los casos anteriores. Esta “hipertension
dependiente del volumen” representa el mecanismo convencional aceptado para explicar
la elevacion de la presion arterial en pacientes con enfermedad renal provocada por
diversas causas®.

4. HISTORIA NATURAL.

Las alteraciones crénicas de la microcirculacion renal son responsables de indices
muy elevados de morbilidad y de mortalidad, particularmente en pacientes que
desarrollan diabetes en la infancia o en la juventud. Se estima que hasta el 50% de estos
desarrollaran una insuficiencia renal después de transcurridos 10 a 30 afios de
enfermedad diabética y es la causa mis comiin de muerte de estos pacientes.

La enfermedad renal también se asocia a la diabetes de instauracion en el adulto,

si bien en este caso existen otras complicaciones sistémicas que predominan® .
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Actualmente el curso de la nefropatia diabética en la diabetes mellitus tipo I esta
bien definido y puede definirse en etapas en funcion de los hallazgos clinicos-biolégicos,
con todas las matizaciones que esto comporta’'.

Existen multiples clasificaciores posibles atendiendo a distintos datos clinicos y
bioquimicos***>”. El sistema de clasificacién propuesto por Mogensen™ debe seguir los
siguientes criterios:

1.- Que indique la capacidad prondstica en cuanto a la progresion de la enfermedad.

2.- Debe tener relevancia fisiologica evidente.

3.- Es importante una relacién de anomalias histologicas y ultraestructurales del rifion.
4.- El sistema debe tener relacion con otras anomalias vasculares caracteristicas de la
enfermedad o de sus complicaciones.

5.- Y lo mas importante, clinicamente el sistema debe estar orientado hacia la accién, o
sea, que las decisiones clinicas pueden basarse en la clasificacion del paciente individual.

La clasificacién de Mogensen®™ destinada a pacientes con diabetes mellitus tipo I
distingue 5 etapas:

ETAPA I: HIPERTROFIA E HIPERFILTRACION GLOMERULAR.

La hiperfiltracién glomerular y la nefromegalia coexisten en el inicio de la
diabetes, pero son reversibles con el tratamiento insulinico adecuado en semanas o
meses”. Es posible que exista una relacion entre hiperfiltracion glomerular, tamafio renal
y grado de control metabdlico. El indice de filtracion glomerular puede caer si los
pacientes presentan cetoacidosis y deshidratacién considerables.

ETAPA II: LESIONES CON EXCRECION URINARIA DE ALBUMINA
NORMAL.

Se caracteriza por normoalbuminuria independiente de la duracion de la diabetes.
La hiperfiltracion glomerular en diabéticos de corta duracién puede relacionarse con el
desarrollo de la nefropatia diabética, pero cuando la filtracion glomerular es superior a
150 mU/min. el riesgo aumenta considerablemente”.

No se dispone de estudios prospectivos con suficiente niimero de pacientes con
hiperfiltracion glomerular y normoalbuminuria para poder definir exactamente esta etapa.
Sin embargo, tanto el mal control glucémico como la hiperfiltracién glomerular son
necesarias para que se desarrolle la nefropatia diabética. En este contexto, el grado de
susceptibilidad podria desempeiiar un papel importante en el paciente individual.

ETAPA III: NEFROPATIA DIABETICA CON MICROALBUMINURIA.

Estos pacientes presentan una lesion estructural considerable y visible al
microscopio”’, pero el grado de filtracién glomerular esté todavia conservado y hasta
puede ser normal.

Los pacientes con eliminacién urinaria de albimina entre 20 y 70 mg/min.
presentan indice de filtracién glomerular aumentado y un nivel de filtrado glomerular mds
alto que los pacientes que tienen valores de albimina entre 70 y 200 mg/min., que
sugiere que la filtracién glomerular empieza a declinar durante la etapa incipiente de la
nefropatia.
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La hiperfiltracion temprana junto a la microalbuminuria (valores de excrecion de
albimina urinaria entre 20 y 200 mg/min.) estdn relacionados con el desarrollo
subsidiario de nefropatia tardia, como lo ha demostrado Mogensen y Christiansen®. Asi
pues, la hiperfiltracién podria participar en la patogenia de la nefropatia diabética en
pacientes con microalbuminuria persistente. Pero no se puede excluir el control
metabélico crénicamente insuficiente, como la causa primordial de la elevada filtracion
glomerular®’,

La microalbuminuria predice la nefropatia diabética, ya que el 80% de los
pacientes la desarrollan si no se interviene adecuadamente. Estos pacientes tienen una
tensién arterial mds elevada que los normoalbumintiricos, aunque se sitie dentro dela
normalidad'®. Existe una correlacion significativa entre tension arterial y aumento de la
excrecion urinaria de albimina.

En esta etapa de la nefropatia diabética la progresién de la enfermedad renal esta
relacionada con la elevacion de la tension arterial y con el grado de trastorno metabélico.
El control metabolico eficaz, el tratamiento con inhibidores de la ECA y dietas
hipoproteicas reducen la microalbuminuria. La microalbuminuria se acompafia de
retinopatia avanzada, neuropatia, perfiles de lipidos desfavorables, control glucémico
mas deficiente y dafio renal mis avanzado, aunque la funcién renal esté¢ todavia
conservada.

ETAPA IV: NEFROPATIA DIABETICA MANIFIESTA.

Se caracteriza por proteinuria persistente en diabéticos de mis de 10 afios de
evolucion con retinopatia asociada y ausencia de otras enfermedades renales de origen

no diabético, como glomerulonefritis o infeccién urinaria.

Al principio de esta fase la filtracion glomerular es normal o alta con creatinina
sérica normal. Con el tiempo si no se interviene se va deteriorando a razén de 1
ml./min./mes, segun Mogensen.

Esta caida de filtracién glomerular se correlaciona con el grado de oclusién
glomerular y con el engrosamiento de la membrana basal'**".

La hipertensién arterial es frecuente en la nefropatia diabética establecida y
aumenta al tiempo que declina la filtracién glomerular”. Es una hipertensién con renina
baja y su control estricto es fundamental para evitar la progresion de la nefropatia
diabética.

La proteinuria es creciente y cuando se superan los 3 gr./dia aparece el sindrome
nefrotico con hipoalbuminemia, edemas e hiperlipemia. La evolucién hacia la nefropatia
terminal va a depender en los distintos pacientes de una serie de factores y hallazgos
bioquimicos.

Jones y cols.” han relacionado la rapidez de evolucion de la nefropatia diabética
con la inversa de la creatinina sérica o con el logaritmo de la creatinina sérica en relacién
al tiempo.

También se intent6 relacionar, aunque sin éxito, el indice de progresion de la
enfermedad con la edad en el momento del diagnéstico de la diabetes, con la duracion de
la diabetes, la presencia de hipertensién arterial, etc®'™. Sin embargo Hasslacher y
cols.'®" si han observado que la progresion de la enfermedad renal diabética establecida
se correlaciona con el nivel de presién sanguinea, los diabéticos con hipertension se
asocian con un intervalo mds corto entre la instalacion de una proteinuria persistente y la
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elevacion de los niveles séricos de creatinina en relacién a los observados en los
diabéticos normotensos. Como ha sefialado Viberti'™, la dificultad para hallar una
correlacion positiva entre la presion sanguinea y el indice de progresion de la
insuficiencia renal en algunos estudios realizados podria ser la consecuencia del criterio
generalizado de instaurar un tratamiento temprano, de la hipertensién por moderada que
ella sea en estos pacientes.

El tiempo transcurrido entre la consolidacion de la proteinuria y la declinacién del
indice de filtracion glomerular clinicamente detectable, es variable. En estudios antiguos
realizados antes del advenimiento de la didlisis y el trasplante como tratamiento
generalizado de la nefropatia diabética terminal, indican que transcurrian como promedio
4 a 5 afios entre la deteccion de la proteinuria y la muerte del paciente como
consecuencia de la uremia. Knowles registré un indice de mortalidad del 81% 11 aflos
después de la aparicion de la proteinuria persistente.

Por lo tanto, el intervalo transcurrido entre la instauracién de la proteinuria fija y
el desarrollo de una insuficiencia renal establecida puede variar entre varios meses y
décadas, pero la duracién promedio de este periodo en la evolucién de la enfermedad
renal diabética parece ser de aproximadamente cinco afos.

ETAPA V: FRACASO RENAL TERMINAL.

Se caracteriza por una caida del filtrado glomerular, hipertensién arterial con
renina baja, disminucién de la proteinuria y deterioro progresivo de la funcién renal hasta
la insuficiencia renal terminal. Histologicamente puede existir glomeruloesclerosis
nodular, difusa o exudativa, que desembocan en la hialinosis. El sindrome nefrético es
frecuente es este estadio.

La insuficiencia renal terminal aparece generalmente a los 20-25 afios de diabetes
y, como hemos seflalado anteriormente, cinco afios después del inicio de la proteinuria
persistente. Durante este tiempo se desarrollan y progresan otras complicaciones
crénicas.

Legrain -~ observa que en 105 diabéticos que iniciaron tratamiento de sustitucion
renal con una edad media de 45 afios, casi todos presentan retinopatia e hipertension, el
75% tenian neuropatia periférica clinica, el 50% arteriopatia periférica y el 33% infarto
de miocardio previo.

Respecto a la neuropatia periférica es dificil distinguir si se debe a la diabetes o a
la uremia; en ocasiones solo se diferencia después de la didlisis o del trasplante'™. La
nefropatia auténoma esté presente en el 95% de estos pacientes y en ellos los sintomas
de uremia se manifiestan precozmente.

Ademis en este periodo podemos encontrar anemis, alteraciones de la
coagulacién, que pueden condicionar la aparicion de hemorragias, hipercalcemia,
hipoaldosteronismo-hiporreninémico, osteodistrofia renal condicionada por el déficit de
vitamina D e hiperparatiroidismo secundario y disminucién de la necesidad de insulina
(menor degradacién renal).

Conforme se va degradando la funcién renal, aperecen los sintomas tipicos de la
uremia: letargo, nauseas, vomitos, prurito, disnea por acidosis, edema y en ocasiones
convulsiones y coma. También puede desarrollarse pericarditis fibrinosa, disfuncién
miocardica y sobrecarga de liquidos'®”.
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CAPITULO 4

ALTERACIONES DE LA MEMBRANA BASAL
GLOMERULAR EN LA DIABETES MELLITUS.

Las membranas basales (MB) son estructuras extracelulares que separan las
células parenquimatosas del espacio intersticial. Desempefian un papel fundamental como
soporte estructural y barrera semipermeable, interviniendo ademas en los procesos de
anclaje, migracion y diferenciacion celular 7.

El engrosamiento de la membrana basal glomerular (MBG) es uno de los
hallazgos anatomopatolégicos mas caracteristicos y precoz de la microangiopatia
diabética.

A) Alteraciones estructurales y quimicas.

El engrosamiento de la MB de los capilares de los pacientes diabéticos ha sido
demostrado en diferentes tejidos como el rifién, retina, coroides, nervios periféricos,
cerebro, piel y misculo estriado®**®’. Las caracteristicas del engrosamiento de las
membranas basales varia de unos tejidos a otros y son diferentes los factores que pueden
influir, desde la variabilidad anatémica (siendo mds espectecular en musculo, rifion y
retina), a la edad del paciente y sobre todo, al tiempo de evolucién de la diabetes.

En el rifién el engrosamiento de la MBG es més temprano en las regiones mas
cercanas al mesangio®. También se ha observado que esta alteracion es més frecuente en
diabéticos de edad avanzada y sobre todo en varones’.

La mayoria de los autores esian de acuerdo en que estas alteraciones
estructurales aparecen transcurrido algin tiempo desde el inicio de la enfermedad. En la
diabeteg tipo I a partir de los 2 6 3 afios ya hay modificaciones en las membranas
basales’.

Se han publicado numerosos trabajos sobre las alteraciones de la MB en los
riffones de los pacientes con diabetes mellitus. La mayoria coinciden en la existencia de
una disminucion inicial de los glucosaminoglicanos y posteriormente un incremento del
colageno tipo IV. En relacion a los cambios en la composicién de laminina y fibronectina
los autores ya no estan de acuerdo'®'"'>"*!_ Las diferencias entre los distintos trabajos
podrian deberse, en parte, a la dificultad de solubilizar los distintos componentes de la
MBG y el uso de diferentes técnicas para proceder a un anlisis cuantitativo'’.

Ademis se pueden explicar estas discrepancias al tener en cuenta que la
nefropatia diabética es un proceso dinidmico con diferentes grados de afectacién. En la
tabla 1 exponemos las variaciones de la composicion de la MBG dependiendo del tipo y
grado de nefropatia.
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TABLA 1
COMPOSICION DE LA MATRIZ INTERSTICIAL GLOMERULAR
EN LA NEFROPATIA DIABETICA (KIM ET AL")

Esclerosis glomerular difusa | Esclerosis glomerular nodular

Laminina

Fibronectina

Coldgeno IV (a,;a;)

Coldgeno IV (a;a,)

Coldgeno 111

Proteinoglicanos
(hepardn sulfato)

Precoz

incremente
moderado

incremento
moderadc

incremento
moderado
sin cambios

ausente

sin cambios

Tardia

incremento
moderado

incremenio
moderado

incremento
importante

descenso

presente

descenso -
importante

Precoz

incremento
moderado

incremento
moderado

incremenio
importante

descenso

presente

descenso
modaerado

Tardia

descenso

descenso

descenso

descenso

aumentado

descenso
importante

B) Mecanismos patogénicos.

Los mecanismos desencadenantes de las alteraciones estructurales antes descritas
son desconocidos. No obstante se conoce que juegan algiin papel importante la
hiperglucemia, la insulina, la disfuncion endotelial, algunos factores genéticos y factores
hemodindmicos.

El efecto directo de las concentraciones elevadas de glucosa sobre el incremento
del colageno IV es un hecho demostrado en estudios experimentales'’. La glucosa ejerce
sus efectos a través de los cambios en el metabolismo celular.

Se ha demostrado que las concentraciones elevadas de glucosa producen un
incremento del Trasforming Growth Factor-p (TGF-B) en los cultivos de células
mesangiales, o la activacion de la proteincinasa C'*".

Un segundo mecanismo podria ser la exagerada formacion de sorbitol a partir de
la glucosa y NADPH. Esta reaccién catalizada por la aldolasa reductasa es capaz de
lesionar las células al disminuir la captacién de mioinositol y al modificar el estado redox
de la célula, gracias a la modificacion del cociente NADPH/NAD+*, Por este motivo los
inhibidores de la aldolasa reductasa son capaces de frenar el incremento de la sintesis de
proteinas en la MBG*'.
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Por ultimo también pueden estar implicados los productos finales de la glucacién
avanzada (avanced glycosylation endproducts) [AGE], formando enlaces cruzados en
proteinas extracelulares, disminucién de la afinidad a los proteinoglicanos, estimulando la
proliferacion celular o favoreciendo las roturas de ADN"*,

BROWNLEE vy cols” han sugerido que la formacién de AGE en la matriz
intersticial es capaz de incrementar la permeabilidad de las proteinas plasmaticas gracias
a la pérdida de proteinoglicanos y a la produccion de un incremento en los espacios
intermoleculares del coldgeno. Ademss la formacion de AGE en el coldgeno tipo IV
permite el deposito irreversible de las proteinas plasmticas solubles en el espacio
subendotelial, gracias a la formacién de enlaces covalentes pudiendo asi favorecer el
engrosamiento de la MBG™***.

Otro factor que puede contribuir al engrosamiento de la MBG es la disminucién
de su degradacién enzimatica, un fendmeno no atribuible en parte a la formacion de AGE
y si al descenso de la actividad proteolitica de los enzimas encargados de la misma’®?

Ademiés del papel de la hiperglucemia en las alteraciones de la MBG existen otros
factores como los niveles de insulina. Esta regula la sintesis de los diversos componentes
de la matriz mesangial en determinadas circunstancias cuando se eleva la glucemia®®,

Por otra parte el grosor de la membrana basal de los capilares del misculo
esquelético parece correlacionarse con la presién intravascular”. En este sentido algunos
estudios indican que las células cuando son sometidas a estrés tensional presentan una
respuesta proliferativa e incrementan la sintesis de coligeno™'. El incremento del
depésito de proteinas plasmaticas en el espacio subendotelial, como consecuencia del
incremento de la presion de filtracién, podria estimular la sintesis del material de la
membrana basal a través de diversos mecanismos como atrapamiento, glucacion,

oxidacién “in situ”, depésito de factores de crecimiento etc™".

La disfuncién endotelial de los vasos del glomérulo también pueden estar
implicados. La exposicion del subendotelio a la trombina induce la liberacion y activacion
de complejos formados por el factor de crecimiento de los fibroblastos™. Este fendmeno
podria estar implicado en la pérdida de proteinoglicanos (heparansulfato) observado en la
membrana basal de los diabéticos y en el incremento de la sintesis de otras proteinas de
membrana, atribuible a a activacion del FGF y TGF**”,

Por ultimo no hay que olvidar la variabilidad genética en la regulacion de la vida
enzimética frente a la hiperglucemia o en la produccion y degradacién de productos
derivados de la glucacion no enzimética™’.

C) Consecuencias funcionales.

El engrosamiento de la MBG con la pérdida de glucosaminoglicanos puede
explicar la permeabilidad vascular observada en los pacientes diabéticos. Se han
relacionado la magnitud de la proteinuria y la disminucion del contenido de
glucosaminoglicanos en la MBG en los estadios més avanzados de la nefropatia
diabética™.

En la glomeruloesclerosis avanzada se cree que la oclusién capilar es secundaria a
la expansién mesangial mas que al engrosamiento de la MBG'.
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Es probatie que las alteraciones cuantitativas y cualitativas de la MBG
intervengan de forma indirecta en los fendmenos de oclusion capilar y de aumento de
permeabilidad, a la vista de todos estos estudios realizados.

D) Repercusidn clinica.

La mayoria de los autores no han podido demostrar una relacion entre el grosor
de la MBG y la gravedad de las manifestaciones de la microangiopatia diabética a nivel
renal. Parece claro que la correlacion entre las anomalias morfologicas y funcionales es
pobre, ya que el 90% de los pacientes diabéticos tipo I presentan cierto grado de
glomeruloesclerosis a los diez afios de evolucion, mientras que sélo el 35% presentan
una proteinuria persistente y una disminucién de la funcién renal a lo largo de su
enfermdad‘o'“‘u.

CHAVERS y cols” han encontrado una correlacion positiva entre el espesor de
la MBG y la gravedad de la retinopatia y OSTERBY y cols* demuestran un incremento
del grosor de la MBG en los pacientes con microalbuminuria respecto a aquellos con
macroalbuminuria y en estos tltimos respecto a normoalbuminuricos.

Asi pues, es posible que las modificaciones iniciales que se producen en la MB de
los pacientes diabéticos intervengan en el desarrollo de alteraciones posteriores que
conducirén a la microangiopatia clinica y repercutirdn a su vez en la homeostasis de la
membrana basal. Estas alteraciones dependeran sin embargo de otras variables como
pueden ser la resistencia celular a los cambios microambientales, la presencia de
hipertension arterial, el tamafio y el nimero de glomérulos etc., que probablemente
determinarén la cvolucién de cada paciente®’.

E) Papel de los GAG en la membrana basal glomerular.

La membrana basal glomerular representa una barrera selectiva para la filtracioén a
nivel glomerular. Estd constituida por una red de filamentos de coldgena tipo v
constituyendo una limina densa con una interna y otra externa de diferente composicion.
El coldgeno tipo IV lo componen unas cadenas dispuestas de forma helicoidal. Estudios
inmunohistoquimicos revelan que las cadenas de coldgeno tipo IV estén distribuidas de
forma heterogénea en el interior del glomérulo. Las cadenas o y o se encuentran
fundamentalmente en la matriz mesangial, mientras que las cadenas a; y o se encuentran
exclusivamente en la membrana basal glomerular*. Su funcién va a ser la de formar un
andamiaje al que se van a unir otras moléculas, determinando el tamatio de poro del
filtrado glomerular.

Pero la MBG también est4 constituida por unos polipéptidos de distintas cadenas
(laminina y entactina) encargados de la adhesién de diferentes moléculas.

La MBG contiene Glucosaminoglicanos (GAG), fundamentalmente Heparan
Sulfato (HS) constituido por tres cadenas unidas de forma covalente a una cadena de
estructura polipeptidica”’. El lado sulfatado de la cadena confiere a la molécula una carga
negativa'®, FARQHUAR® y posteriormente BORN y cols han demostrado que las
cadenas de HS constituyen la barrera aniénica de la unidad de filtracion glomerular.

Ademéds de tener una funcién de filtro selectivo el HS desempefia una funcion
antiproliferativa de la MBG y es el lugar de unién de diferentes factores humorales®'*.
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La matriz mesangial, aunque morfologicamente distinta a la MBG, estd
constituida esencialmente por los mismos componentes (coldgena IV, laminina, HS),
aunque también se ha encontrado en los compartimentos glomerulares fibronectina y
colageno V. Las células de la matriz mesangial estdn adheridas a las células de la
membrana capilar constituyendo una unidad estructural. Cambios en la composicion de la
matriz mesangial después de la adhesion celular pueden ocasionar migracién y
proliferacién celular favoreciendo alteraciones en la funcion™.

En la diabetes mellitus es donde mejor se han estudiado las alteraciones de los
GAG de la MBG. Son escasos los trabajos en pacientes con nefropatia hipertensiva.

Las alteraciones bioquimicas y ultraestructurales de la matriz extracelular
glomerular son bien conocidas en la glomeruloesclerosis tanto temprana como tardia™"".
Al comienzo, entre los cambios morfologicos que aparecen, los mas importantes son la
expansion de la matriz mesangial y la condensacion de la MBG. Es raro que al comienzo
disminuya el contenido de GAG de la MBG (HS).

Estudio inmunohistoquimicos revelan que los cambios en la composicion de los
diferentes tipos de colageno son los mas complejos. En rifiones diabéticos con lesiones
tempranas (glomeruloesclerosis difusa precoz) solamente existe un minimo incremento
de los componentes de la membrana basal a excepcion del HS-PG”. Durante el
desarrollo de la glomeruloesclerosis difusa se produce un aumento de los componentes
de la membrana basal especialmente del coldgeno tipo IV, cadenas o, y o2 en la matriz
mesangial**; permaneciendo igual las cadenas a; ¥ o, descendiendo el HS-PG.

Las alteraciones en la composicién de la matriz extracelular en la nefropatia
diabética estén reguladas por una serie de factores genéticos, basados en los siguientes
hechos:

1.- La incidencia de albuminuria es significativamente mas alta en varones que en
la mujer”".

2.- En pacientes diabéticos tipo I con larga evolucion (méas de 40 afios) sin
presentar proteinuria se han encontrado diferentes tipos de antigenos tisulares, que no se
observa en los diabéticos tipo 1 con nefropatia” .

3.- Sin embargo la albuminuria es mas frecuentemente encontrada en hermanos
diabéticos de pacientes también diabéticos pero con albuminuria, que en hermanos
diabéticos de pacientes sin albuminuria®. La actividad del contra-transporte Na'/Li" en
los eritrocitos se utiliza como marcador genético en los pacientes con albuminuria.

Estudios experimentales en animales diabéticos han demostrado alteraciones en la
composicién y carga de la MBG alterando la barrera de filtracion®".

La carga negativa de la MBG es particularmente debida al contenido de HS-
PG™5%_ Alteraciones de la actividad de carga glomerular pueden ser reflejo de cambios
cualitativos a nivel de la MBG. Una pérdida neta de las cargas negativas a nivel de la
MBG podria explicarse por un defecto parcial de la sulfatacién de PG o bien por una
glicacion proteica aumentada del coldgeno, que determinaria cambios en la estructura
terciaria y cuaternaria con efecto neto sobre su carga eléctrica de superﬁcie”.

Segun las wltimas investigaciones el mecanismo mas precoz seria la alteracion en
la selectividad de carga eléctrica que ocurre antes de la alteracion del tamafio del poro a
nivel glomerular. Para demostrarlo DECKERT y cols®®® estudiaron el aclaramiento
renal de dextranos de diferentes tamafios bien caracterizados, asi como el aclaramiento
de diversas moléculas como I1gGs e 1gG ( que teniendo el mismo tamafio molecular
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tienen distinta carga eléctrica de superficie). Los resultados fueron que el indice de
selectividad de carga (expresado como el indice entre el aclaramiento IgG/IgG,) estaba
ya drésticamente disminuido en los primeros estadios de microalbuminuria incipiente,
mientras que el aumento del tamafio del poro solo empezd a detectarse en fases mas
avanzadas de franca proteinuria. Esto se interpreta como una pérdida precoz de la
selectividad eléctrica de la barrera glomerular y no de la barrera tubular®™".

Estas observaciones conducen a pensar que en la diabetes mellitus hay una
reduccion de las cargas negativas de la MBG por la alteracién de sus componentes. El
descenso de la carga aniénica de la MBG se¢ debe a un descenso de uno de sus
componentes: el HS-PG”. Pero en la diabetes mellitus también se ha encontrado
descenso de los GAG en las células de la tinica media de la pared de la aorta™”,
mesangio”", membranas del epitelio vascular” y tejidos periarticulares’.

En la MBG del rifion del paciente diabético se han constatado los siguientes
hechos:

a) Descenso del HS-PG de la MBG que lleva a una disminucion de la carga
anionica y favorece la albuminuria™*'.

b) El descenso del HS de la MBG indica que el paciente presenta nefropatia® ™.

c) El descenso del HS-PG ocasiona a nivel renal, por la similitud de efectos que
posee, una disfuncién vascular con complicaciones renales y extrarrenales®.

El HS-PG no solo inhibe la filtracion glomerular de albimina, sino que también
contribuye a la integridad del tamafio del poro de la MBG*"™, por lo que en la nefropatia
diabética hay una alteracién en la microestructura de ésta™"",

El HS-PG tiene propiedades antitrombogénicas actuando sobre las células de la
membrana endotelial. El descenso ocasiona microtron'bos y agregados plaquetarios con
areas de hipoperfusién que preceden a la retinopatia dibética’"*?.

El HS se une a la lipoprotein lipasa estimulando su actividad e inhibiendo la
proliferacion de células del musculo en las arterias. Su descenso es un factor
predisponente de arteriosclerosis’***.

La sulfatacion de los GAG (fundamentalmente el HS) ocurre en el aparato de
Golgi gracias al enzima N-deacetilasa”. En la diabetes mellitus se ha demostrado una
alteracion de este enzima, por lo que se puede explicar la reduccion del HS con todas sus
consecuencias’.

Pero la relevancia clinica de los factores de riesgo y sus mecanismos no son
todavia bien conocidos. La regulacion metabolica y los factores genéticos son
ciertamente importantes, pero desconocemos todavia algunas piezas para completar el
puzzle.
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CAPITULOS

GLUCOSAMINOGLICANOS

CARACTERISTICAS BIOQUIMICO-ESTRUCTURALES.

Ademas de su papel como principal fuente de energia en los organismos vivos,
los monosacéridos se encuentran a menudo como componentes de macromoléculas mas
complejas tales como los oligo y polisacaridos, glucoproteinas, glucolipidos y
proteoglicanos.

Los proteoglicanos (PG) son constituyentes importantes de la matriz extracelular
de los tejidos de los vertebrados e incluso en algunos microorganismos. Se diferencian de
las glicoproteinas en que éstas tienen menor cantidad de glucxdos que proteinas, en
contrapos1c10n a los PG en los que el 95% o més son ghicidos '. Los PG consisten en
una porcion proteica larga unida a cadenas de polisacdridos denominados
glucosaminoglicanos (GAG). Los 7 GAG investigados (Acido Hialurénico-AH-;
Condroitin-4-Sulfato -C4S-; Condroitin-6-Sulfato -C6S-; Dermatin Sulfato -DS-;
Queratan Sulfato -QS-; Heparan Sulfato -HS- ; Heparina -Hna-) difieren en las unidades
de disacaridos que la constituyen °. (Figuras 1 a 5).

Las unidades de disacaridos de AH, C4S; C6S y DS consisten en un residuo de
4cido urénico y un residuo de hexosamina. Los disacéridos de QS contienen D-
galactosa en lugar de é4cido urénico. En el casc del HS y Hna los disacaridos no se
limitan a D-glucosamina sino que también, y en grado variable, de 4cido D-glucurénico y
L- Idurénico °.

Aunque el AH, HS y Hna no parecen estar unidos a proteinas en el espacio
extracelular estd asumido sin embargo, que la formacién de todas las cadenas de
polisacaridos (PS) de los GAG comienzan en un niicleo proteico *.

La regién de unién entre el nucleo proteico y la cadena de PS es un trisacarido
neutro (Gal-Gal-Xyl) en el final de la cadena de carbohidratos, en cuyo caso la D-xilosa
se encuentra unida a un residuo de serina de la cadena polipeptidica mediante enlace O-
glicosidico o a un grupo oligosacarido en la que la N- acetil-hexosaminidasa estd unida
por la posicién O-glicosilada a treonina o serina (QS-IT). Puede estar unida a un grupo
oligosacérido en el que la N-acetil-hexosamina est4 unida a la porcién N- glicosilada al
grupo amida de la asparagina (QS-I).

Debido al alto mimero de grupos carboxi (-COO), sulfato esterificados (-O-SOs)
y sulfamina (-NH-SO;) los GAG son polianiones de tal manera que el mimero de cargas
negativas por unidad de disacéridos es de 1 (AH, QS), hasta un méximo de 4 (Hna) °.

ACIDO HIALURONICO:

Se encuentra en una amplia variedad de 6rganos y tejidos de los organismos
mamiferos tales como el liquido sinovial, humor vitreo del ojo, tejido conectivo y
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embrionario (cordén umbilical). Pero ademas es sintetizado por bacterias formando parte
de la membrana del estreptococo del grupo A.

A diferencia del resto de los GAG, no esté sulfatado y no estd unido de forma
covalente a proteinas o al menos en porcentaje muy bajo (1%).

Consiste en unidades repetitivas disacaridas de N-acetil-glucosamina y dcido
glucurénico con un peso molecular de 10°a 10, Su elevado peso molecular, su carécter
polielectrolitico y el gran volumen de agua que ocupa en solucién contribuyen a las
propiedades del AH como lubricante y amortiguador de golpes.

DERMATAN SULFATO:

Se ha aislado en varios tejidos como piel, cordon umbilical, mucosa intestinal,
pared vascular, esclera, capsula articular, tendones y vélvulas cardiacas.
Aunque predomina el 4cido L-idurénico como constituyente de la unidad de disacéridos,
en algunas preparaciones existe dcido D-glucurénico.

QUERATAN SULFATO:

Se caracteriza por su heterogencidad molecular. Estda compuesto
fundamentalmente por una unidad repetitiva disacérida de N-acetilglucosamina y
galactosa no existiendo acido urénico. Se han encontrado dos tipos de QS que difieren
en su contenido glucidico global y en su distribucion tisular. Ambos contienen manosa,
fucosa, acido sidlico y N-acetil-galactosamina. El QS-I aislado en la cornea, esta unido a
la proteina mediante un enlace N-acetil-glucosamina-asparaginasa. El QS-II aislado en el
cartilago, estd unido a la proteina a través del enlace glicosidico entre la N-
acetilgalactosamina y serina o treonina.

A) FUNCION:

Como se ha indicado anteriormente el AH debido a su tamafio y disposicién
lineal, tiene una marcada capacidad para unir agua dandole a las soluciones acuosas una
alta «viscosidad».

Con relacion a la «tension» ejerce su funcion en la piel y la aorta 6. Ademas su
capacidad de captacion de agua y el resultante aumento de presién juegan un papel
importante en el mantenimiento de la «turgencia» del humor vitreo en el ojo.

Los PG sulfatados pueden fijar mas de 100 veces su propia masa de agua.
Distribuyen la presién uniformemente, de tal manera que el CS esta en articulaciones de
gran carga y en zonas de la piel de mayor presion (planta del pie).

Otra funcién de los PG sulfatados es la de «filtron. Al poseer un alto grado de
hidratacién las sales y otros compuestos de bajo peso molecular pueden difundir a través
del gel de PG, pero las proteinas no pueden. De ahi su importancia en las membranas
basales.

Tanto los grupo sulfatados como los grupo carboxi de los PG se ionizan a pH
neutro. Los polianiones son relativamente inméviles en el cartilago y otros tejidos
conectivos y esto les da propiedades de «intercambiador cationico». La concentracion de
ion sodio es bastante mas alta en la matriz que en la zona que le rodea.
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Los agregados de PG poseen una importante funcién en la regulacion de la
calcificacion del cartilago, inhibiendo la formacion de cristales de fosfato célcico =

Los GAG que contienen 4cido L-idurénico (DS, HS, Hna) forman complejos
solubles con las lipoproteinas séricas de baja densidad, relacionandose con «la génesis de
la arteriosclerosis» °.

El efecto de la Hna sobre la coagulacion es debido al hecho de que parte de esta
molécula se combina con la proteinasa inhibidora de la Antitrombina III, déandole un
cambio conformacional a dicha molécula. Esto encabeza una inactivacién acelerada de
las proteinasas séricas envueltas en la coagulacion sanguinea. La secuencia de union a la
Antitrombina I estd formada por 8 monosacéridos y su funcién anticoagulante se
neutraliza por una proteina plaquetaria (Factor plaquetario IV). El terminal carboxi de
esta proteina es rico en lisina catiénica y residuos de arginina que le dan unas
caracteristicas de unién electrostatica a la Hna. Otro enzima que se une a la Hna es la
lipoprotein lipasa °.

B) BIOSINTESIS.

La sintesis comienza con la formacion de la cadena peptidica del nicleo proteico.
Dicho nicleo proteico parece estar dividido y tener un peso molecular de 2'1x10°.
Posteriormente en el reticulo endoplasmico rugoso se van afiadiendo de forma
consecutiva los sucesivos residuos monosacdridos (GAG unidos por enlace O-
glicosidico) o a cadenas de oligosacaridos previamente enlazados (GAG unidos por
enlace N-glicosidico).

Los residuos de monosacaridos han de ser activados inicialmente, convirtiéndolos
en ésteres. Posteriormente, sufren una unioén a-glicosidica pero es la p la mas frecuente
por lo que se requiere una inversién estérica.

Una excepcion al esquema bésico de sintesis consiste en el hecho de la union
aglicosidica del 4cido L-idurénico en el DS, HS y Hna que se forma por la posterior
isomerizacion en el interior de la cadena de 4cido D-glucurénico unido por el enlace -
glicosidico mediante una C-5-epimerasa (Heparosan-N-sulfato-glucuronato-5-
epimerasa).

En la sintesis de los GAG unidos por un enlace O-glicosidico una unidad de
monosacéridos de la region de union es la primera en entrelazarse a la proteina. Asi la
xilosa, en forma de UDP-xilosa, es transferida al grupo hidroxil de la serina; o la acetil-
galactosamina que es transferida como UDP-acetil-galactosamina al grupo hidroxilo de
la treonina o serina. La unién de la cadena de oligosacaridos a través de la N-
acetilglucosamina a través de la asparagina en el nicleo proteico se ha encontrado en ¢l
QSs-1.

La sulfatacién se realiza por medio de las sulfotransferasas, pero un paso previo
es la formacién del fosfato activo (PAPS—?3' fosfoadenosina 5' fosfosuifato) formado a
partir de ATP y sulfato en dos pasos.

ROH+ PAPS ondroitin sulfotransierssa= RO-SO3H + Adenosina 3'5'- bifosfato
RNH;+ PAPS bieperitin suforansterssa- RNH + SO3H + Adenosina 3'5™-bifosfato

Para la sintesis de la cadena se necesita una serie de enzimas que son especificas
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para el monosacérido donador, aceptor y conformacién de la unién. El crecimiento
posterior de la molécula se puede bloquear afiadiendo 4cido acetilneuraminico, fucosa o
por la sulfatacion de la N- acetilgalactosamina en posicién 4.

El AH se sintetiza fundamentalmente por los fibroblastos y algunos condrocitos
(Figura 6). La primera unidad de disacaridos que se forma es UDP-glucurénico y UDP-
N-glucosamina, con sucesivas adiciones de las mismas al final de la cadena reducida. En
cada paso se afiade la molécula y se libera posteriormente el nucledtido con el
subsiguiente gasto de energia "°.

En el caso del QS, la transferencia de los residuos de galactosa se realiza con la
ayuda de UDP-gaiactosa: queratan galactosultransferasa.

La formacion del DS se caracteriza por la epimeracion C5 del é&cido D-
glucurénico a L-idurénico unida al proceso de sulfatacion, de tal manera que dicha
epimerizacion sélo ocurre después de la formacion de galactosamina-4-sulfato.

Para la Hna y HS los pasos adicionales son la N-deacetilacion de los residuos de
N-acetilglucosamina y la N-sulfatacion, ademas del indispensable paso final de la
epimerizacion del dcido D-glucurénico al L-idurénico. La sulfotransferasa tiene una
mayor afinidad por el grupo 2-amino que por el 6-hidroxi de la glucosamina. La O-
sulfatacion sélo tendra lugar cuando se ha completado la n-sulfatacion total de la cadena.
El grado de sulfatacion se controla con la suplementacion de PAPS.

C) DEGRADACION.

La degradacion de los PG incluye por un lado a la hidrélisis del nicleo proteico y
por otro la division del polisacarido por endoglicosidasas. También pueden actuar
exoglicosidasas que van dividiendo la cadena progresivamente desde el terminal no
reducido.

En el caso del AH una endoglicosidasa -hialurono-glucosaminidasa
(hialuronidasa)- divide la unién P1'4 entre la N-acetilglucosamina y el édcido D-
glucurénico (Figura 6). Tras la prolongada accion de este enzima al tetrasacarido
GIcUAPB1--- 3GIcNAcP1--- 4GIcNAc se forma como producto principal. La unién -
1'3 entre el acido glucurénico y la N-acetilglucosamina se puede romper por el
exoenzima P-glucuronidasa y la unién B 1'4 entre la N-acetilglucosamina y el acido D-
gluclurénico por el exoenzima N-acetil-B-glucosaminidasa, de tal manera que ambos
enzimas trabajan alternativamente. Como siempre, no se realiza la destruccién total del
acido hialurénico, detectandose en orina varios polisacaridos y oligosacaridos derivados
del mismo.

Los radicales superdxido estan relacionados con la polimerizacion del AH en las
enfermedades articulares inflamatorias. La reaccién de estos radicales y el peroxido de
hidrégeno, ambos secretados por los granulocitos durante la fagocitosis, producen la
formacion de OH" que probablemente induciré la division de la unién glicosidica:

0% + Hy0z----------- 0, + OH + OH

De tal manera que la conversion del O* por la superéxido dismutasa previene la
despolimerizacion del AH.
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La degradacion del CS y QS sufre una serie de pasos; en primer lugar se altera el
nicleo proteico por proteinasas neutras bien especificas de tejidos o leucocitarias; como
la catepsina G y leucocitoelastasa. Los fragmentos asi formades difunden hacia la matriz
y son excretados casi sin unir, por la orina o bien fagocitados por células como las de la
superficie sinovial o los granulocitos, rompiéndose en este caso en el interior de las
vesiculas lisosomiales. En esta degeneracién se implican 3 enzimas como son:
proteinasas (catepsinas), sulfatasas y glicosidasas. La hialurono-glucosaminidasa puede
despolimerizar no solo el AH sino también el CS.

Las exoglicosidasas comienzan a actuar en el terminal no reducido siendo las
primeras en dividirse el terminal de 4cido N-acetilneuraminico o la fucosa. Si la N-acetil-
galactosaminidasa-4-sulfato o N-acetil-galactosamina-6-sulfato estd presente en el
terminal, el grupo sulfato ha de ser lo primero que los enzimas han de atacar. Con
posterioridad la degradacion se lleva a cabo por la B-glucuronidasa en el caso del CS y la
B-galactosidasa en el caso del QS o

No existen enzimas especificas para la hidrélisis de la unién entre serina y xilosa.
La B-glicosidasa puede actuar como una p-xilosidasa.

La vida media de los GAG sulfatados en el cartilago del humano adulto es de
400-700 dias y el tiempo de recambio es de 600-1000 dias. ( Tiempo de recambio =
GAG sulfato total (mmol) / Rango principal de incorporacion de sulfato (mmol/dl).

La Hna y HS se pueden degradar por exoglicosidasas y endoglicosidasas como la
heparin-liasa ( heparinasa) del higado de rata que las transforma en fragmentos con un
tamafio de 4000 daltons. Ademés existe un enzima plaquetario que actia sobre la Hna y
HS de la superficie endotelial.

Los exoenzimas actian, como se ha indicado anteriormente, sobre el extremo no
reducido de la cadena, de tal manera que la accién de dichos enzimas depende de la
estructura de la cadena. El grupo sulfato en el 4cido idurénico-2-sulfato es dividido por
un enzima especifico, Iduronato-2-sulfatasa (Factor correctivo de Hunter ) que junto con
la L-Iduronidasa, intervienen en la degradacion del DS. La 3-O-sulfatasa es ~specifica de
la Hna.

Una caracteristica especial de la degradacion del HS consiste en que una vez
sulfatado la N-glucosamina sulfato es dividida por el Heparan-N-sulfatasa ( Factor A
Sanfilipo) formando un residuo de glucosamina con un grupo amino libre. No se dispone
de enzimas para la division de este residuo de oligosacéridos, quedando como unica
posibilidad la N-acetilacién primaria por la Glucosamina-acetiltransferasa.

GAG URINARIOS EN ENFERMEDADES RENALES Y
SISTEMICAS.

1) ENFERMEDADES NEFROUROLOGICAS.

Los GAG, ademas de formar parte de la membrana basal glomerular, también son
parte constituye...c de la matriz extracelular y de la pelicula de mucopolisacéridos de las
superficies uroepiteliales, por lo que la alteracién en alguna de estas estructuras va a
determinar una excrecién urinaria alterada de GAG '*'*".
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BAGGIO y col. " demostraron una elevacién urinaria de GAG en la
«glomerulonefritis». Posteriormente MITSUHASHI ' comprueba en diferentes
enfermedades glomerulares que estd aumentada la eliminacion de GAG,
fundamentalmente el HS-PG y este dato puede ser de ayuda en el diagnostico precoz de
enfermedad renal, aunque en situaciones graves con insuficiencia renal cronica esta
alteracién persiste y se discute su valor '".

Recientemente TENCER y cols.'® estudian la excrecion urinaria de GAG en 150
pacientes con diferentes tipos de glomerulonefritis, indicando que se produce un
descenso del turnover de GAG, sobre todo en las glomeruloneftitis endocapilares.

GLAsSoCK " encucntra este hallazgo en las glomerulonefritis postestreptocécica
e indica que puede tener valor en el diagndstico diferencial de las glomerulopatias.

En el «sindrome nefrético» son miiltiples los trabajos con GAG. En estudios
experimentales en ratas con sindrome nefrético inducido por aminoglucésidos se observa
que hay un incremento en la sintesis glomerular de HS-PG con aumento de su excrecion
urinaria .

En el sindrome nefrdtico congénito se ha comprobado la disminucién del
Heparan Sulfato de la MBG, hecho responsable de la alteracién de la permeabilidad y en
consecuencia del aumento de GAG en orina *' y de albuminuria *.

Es importante el trabajo de JADRESIC y cols. en 1991 i
excrecion urinaria de GAG y de albuminuria.

En el sindrome nefrotico secundario a tratamiento esteroideo en nifios, LEVIN **
indica que el descenso de la carga negativa de la MBG ocasionada por la alteracién de
los GAG es la responsable de la albuminuria. Incluso en lesiones glomerulares con
cambios minimos anatomopatologios se observa un ascenso de los GAG urinarios o
existiendo correlacion con la microalbuminuria.

En la «nefropatia endémica de los Balcanes», que es un prototipo de
proteinuria de origen tubular con alteracion de los enzimas lacticodeshidrogenasa, N-
acetil-beta-glucosaminidasa y alanina-aminopeptidasa ’, la excrecion urinaria de GAG
estd muy alterada produciéndose un aumento marcado en las fases incipientes de la
enfermedad %, por lo que RADOVANOVIC y cols. 2 indican que puede ser un buen
marcador de enfermedad.

Se han encontrado correlaciones entre la excrecion urinaria de GAG y proteinas
de bajo peso molecular como la B,-microglobulina ** e incluso con enzimas lisosémicos
como el N-acetil-B-glucosaminidasa *'.

En los pacientes con « trasplante renal » cuando se produce el rechazo cronico
se observa un aumento de los enzimas lisosomicos. De la misma forma MURATA *
encuentra un incremento de los GAG en la matriz extracelular renal. El incremento del
4cido hialurénico indica lesién peritubular **.

En un estudio de 37 pacientes con trasplante renal se observé que el incremento
de la excrecion urinaria de GAG es mucho mayor en los pacientes con rechaze que en
los pacientes que no presentaron rechazo del rifién trasplantado . Por este motivo se
indica, que puede ser un marcador precoz de rechazo tras trasplante renal, la
determinacion urinaria de GAG.

La posibilidad de padecer «litiasis renab» esté en relacién con la concentracion
urinaria de 4cido trico y albimina asi como con la frecuencia de infecciones urinarias,
diabetes, embarazo etc. Se ha comprobado que los GAG en orina disminuyen el riesgo

en el que relacionan la
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de formacion de célculos renales ***° al tener un papel inhibidor de algunos mecanismos
litogénicos: influir sobre el crecimiento cristalino y agregacion de oxalato célcico *"*.

Estudios posteriores demuestran, sin embargo, que en ningiin caso esta accion es
relevante con respecto a la calculogénesis oxalacética . Por otra parte a los GAG se les
ha adjudicado una capacidad antiinfecciosa por su capacidad de unién con las bacterias,
lo que facilitaria su eliminacién por la orina y no predispondria a la aparicién de
célculos®.

Se ha comprobado de forma experimental que los GAG urinarios inhiben «in
vitro» la actividad de diferentes componentes de los calculos renales’’ en pacientes con
litiasis renal en comparacién a sujetos sanos. El aumento del 4cido urico en orina es
paralelo al de GAG “.

GAMBARO * observa que los GAG inhiben la actividad de los cristales de oxalato
calcico y de otras sustancias de la orina en pacientes con mayor riesgo de padecer litiasis
como son los diabéticos y las mujeres embarazadas.

Siguiendo con los efectos beneficiosos de los GAG a nivel de las células
endoteliales urogenitales se ha comprobado que la mucosa vesical, por su accién
antiadherente no especifica de las agresiones de las bacterias *, e incluso del efecto de

ciertas sustancias carcindgenas actuando de barrera a nivel de las células de transicion
4546

Un hecho fisiopatolégico fundamental en la evaluacion de la «nefropatia

diabética » es la presencia de microalbuminuria, que se debe a la hiperfiltracion
glomerular y a la alteracion de la MBG debido a una expansion del mesangio y
engrosamiento de la MBG *'. A través de los capilares se produce un paso de particulas
dependiendo de la carga y del tamafio de estas, ademéds del gradiente de presion

intraglomerular.

La presencia de microalbuminuria permite confirmar la existencia de una
nefropatia incipiente ** y tiene un gran valor prondstico en la evolucién de la enfermedad.
Pero antes de que aparezca la microalbuminuria se han producido los cambios en la
MBG.

Los GAG juegan un importante papel en la MBG como funcion de filtro selectivo
al ser los responsables de la carga eléctrica negativa.

En la diabetes mellitus se ha observado que existe una reduccion de las cargas
eléctricas negativas de la MBG por descenso del heparan-sulfato-proteinoglicano *,
hecho que como hemos dicho antes favorece la albuminuria junto al aumento del tamafio
del poro.

En las fases tempranas de la nefropatia se ha constatado un incremento de la
actividlad de los enzimas encargados del metabolismo de las glicoproteinas y
mucopolisacaridos (NAG, B-glucuronidasa) responsables de la rotura intracelular de
macromoléculas complejas y de la degradacion de glucoconjugados de la membrana
endotelial . Esto ocasiona una alteracion en la estructura de la MBG con excrecién
anormal de GAG *'.

Estudios experimentales en ratas han comprobado los siguientes hechos:

- descenso de la sintesis total de GAG y heparén-sulfato *

- incremento de la sintesis de condroitin-sulfato **

- cambio en la sulfatacién del heparan-sulfato *

- incremento en la excrecién urinaria de GAG y heparén sulfato *°.
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En un reciente estudio realizado por nosotros * en pacientes diabéticos con
diferente grado de nefropatia, comprobamos que la excrecién urinaria de GAG se hace
mayor conforme avanza el grado de afectacion renal, pero que las modificaciones se
hacen evidentes, respecto a los controles sanos, en las fases incipientes de la nefropatia
diabética. Esto nos hace sospechar que primero se produce la disminucion de la
selectividad de la carga, aunque aun no se altere el tamafio del poro y no exista
microalbuminuria.

Al ser la diabetes un proceso de larga evolucion es obvio pensar que en nifios y
adolescentes, en los que atin no existe afectacion renal, no se alteran los GAG urinarios
57_En la diabetes juvenil BONAVISTA *® sugiere que el incremento de la degradacién el
heparan sulfato de la MBG va a depender del tiemno de evolucién de la enfermedad,
aunque no asi del grado de control de la glucemia.

En un editorial JENSEN * se pregunta sobre el papel que juegan los GAG en la
patogenia de la nefropatia diabética. En un estudio experimental KARASAWA y cols.
demuestra que hay incremento del condroitin sulfato y descenso del heparan sulfato en la
MBG de ratas diabéticas y que el incremento del primero es el mejor marcador precoz de
lesién renal.

Por métodos inmunohistoquimicos se ha comprobado ° que en pacientes
diabéticos con afectacion del filtrado glomerular, que aiin no tienen microalbuminuria, se
produce un descenso del heparan sulfato y del colageno IV en los capilares y MBG.

2) ACCION DE CIERTOS FARMACOS Y TOXICOS.

Se conoce que algunos antiinflamatorios no esteroideos pueden tener un efecto
sobre el metabolismo de los GAG. Se ha demostrado que la indometacina reduce la
excrecion de glucosaminoglicanos y que el naproxeno inhibe algunos enzimas
lisosomicos encargados de su degradacion (N-acetil-B-glucosaminidasa y
glucuronidasa) *** Sin embargo SHARMA®* no encuentra este efecto con el diclofenaco
sodico.

Basados en la accion inhibitoria de algunos AINE sobre las GAG renales se han
empezado a utilizar con fines terapéuticos en la nefropatia diabética ***°. BAGGIO *
utiliza el imidazol-2-hidroxibenzoato (ITF-182) que inhibe la secrecion urinaria de GAG
y albuimina al reducir la filtracion glomerular, alterar el contenido de mucopolisacaridos
de la MBG e incluso modificando la selectividad de carga y el tamafio dei poro. Todavia
son prematuros estos trabajos para asegurar su efecto sobre la prevencién de la
nefropatia diabética.

También se ha observado el efecto beneficioso sobre la excrecién de albimina en
ratas diabéticas a las que se les administr6 heparina subcutanea *® aumentando el espesor
de la MBG, que se alarga su efecto a lo largo del tiempo *, por lo que se puede frenar la
evolucion de la nefropatia diabética.

En estudios en humanos MYRUP "’ comprueba que la administracion de heparina
de bajo peso molecular en los pacientes con diabetes mellitus que presentan nefropatia
establecida reduce la excrecién de microalbuminuria.

Con fines diagndsticos también se utiliza la excrecion urinaria de GAG para
valorar el dafio ocasionado por diversos toxicos. Se obtienen resultados similares o

mejores a la excrecién de albumina en trabajadores expuestos al cadmio "' o a
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hidrocarburos "

reversible.

en los que la lesion renal, si se diagnostica a tiempo, puede ser

3) HIPERTENSION ARTERIAL.

Las causas de la pérdida de selectividad de la barrera de filtracion y la
consiguiente aparicion de proteinas por la orina puede tener su origen en un aumento de
la presion intraglomerular.

El mecanismo por el cual la proteinuria puede producir mayor deterioro
glomerular no se conoce con exactitud. Se ha postulado que podria deberse a una
destruccién mecanica de la estructura normal de la barrera de filtracién glomerular.
Ademas en estas situaciones en las células podocitarias se produce un aumento de la
captacion de las macromoléculas filiradas que conduce a la formacion de grandes
vacuoias. Esto provoca la aparicién de lesiones estructurales y funcionales irreversibles
en las células podocitarias ™.

Por otra parte la pérdida de las propiedades selectivas de la barrera de filtracién
glomerular puede aumentar el transito de macromoléculas a través del mesangio que
contribuye a la activacion de la célula mesangial y al aumento de la sintesis de matriz
mesangial lo que desemboca en la glomeruloesclerosis, lesion fundamental de la
nefropatia hipertensiva ™.

En un principio se comprobé que eran los GAG los que se alteraban en el rifion
del hipertenso . Son numerosos los estudios experimentales que comprueban el
incremento del acido hialurénico o del heparéan sulfato en la matriz extracelular renal de
los pacientes hipertensos "*”’, Estudios realizados en pacientes con hipertension arterial
han comprobado que el aumento en la excrecion de glucosaminoglicanos por la orina va
a depender del grado de hipertension arterial "y que se relaciona con la
microalbuminuria, de tal forma, que primero se observa el incremento de los GAG
urinarios y posteriormente, cuando ya se ha producido el deterioro de la MBG, es
cuando empieza a aparecer microalbuminuria”.

4) OTRAS ENFERMEDADES.

Hay otras situaciones en las que los GAG pueden estar alterados, aunque nunca
con la significacion que hemos visto en las enfermedades renales.

En las «mucopolisacaridosis» se ha encontrado elevacion de algunos
proteinoglicanos unidos a moléculas de mucopolisacaridos ***', incluso se describen
algunos test de screening itiles para el diagndstico de estas enfermedades basados en la
actividad urinaria de los GAG *.

En «enfermedades endocrinas» como el hipotiroidismo se ha visto el papel de la
hormona tiroidea en el metabolismo de los GAG, ya que al administrar dicha hormona
aumenta la excrecién urinaria de GAG ®, o en la diabetes insipida con similares efectos
al administrar hormona antidiurética .

La matriz 6sea contiene GAG los cuales juegan una funcién bien precisa en la
«mineralizacion del ncso». Se ha encontrado una correlacion entre la excrecion urinaria
de calcio y GAG, observandose un descenso de estos ultimos tras el tratamiento con
calcitonina *°.
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En diferentes enfermedades reumdticas como la osteoartritis, espondilitis
anquilosante y artritis reumatoide se ha determinade la excrecion urinaria de GAG como
indicador de actividad de los diferentes procesos patolégicos

En determinados procesos se ha comprobado que los GAG se acumulan en el
tejido conectivo *’. ELAEV * observé un aumento de la concentracién urinaria de GAG
en pacientes con siringomielia y se sugiere que en dicha enfermedad ocurre un trastorno
del metabolismo del tejido conectivo implicado en su patogenia *.
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CAPITULO 6

BETA-GLUCURONIDASA.

El conocimiento de este enzima se remonta a los comienzos del presente siglo al
demostrarse su presencia y accién en diversos jugos vegetales, consiguiendo la
separacion del 4cido fenil-glucurénico y la hidrélisis de compuestos glucurénicos del
alcanfor, mentol, etc'?. En afios posteriores se consigui® demostrar estas mismas
acciones sobre extractos de 6rganos animales, especialmente sobre el higado, bazo y
rifiones™** . En 1940 se inicia una etapa decisiva en el conocimiento del enzima en la que
surge con excepcional relieve la figura de FISHMAN quien la aisla, purifica y ademas,
describe un método personal de determinacion. FISHMAN propuso, y se acepté
mundialmente la denominacién abreviada de beta-glucuronidasa para la Dbeta-
glucurénido-glucurono-hidrolasa que figura en el Cédigo Internacional de Enziimas con
las siglas EC 3.2.1.31.

FUNCIONES EN EL ORGANISMO.
FUNCION HIDROLASA.

La que le caracteriza y clasifica dentro de los enzimas. En virtud de su accion
catalitica separa acido glucurénico de los beta-delta glucurénidos alifaticos y aromaticos
y asi mismo puede desempefiar la hidrélisis de numerosas hormonas y catabolitos
hormonales que se conjugan con el acido glucurénico (pregnandiol, estradiol, diversos
corticosteroides, etc.). Este importante efecto catalitico fue demostrado por FISHMAN
y numerosos colaboradores utilizando substratos naturales obtenidos de la orina®"* .El
rendimiento en productos desdoblados, sales del acido glucurénico y un resto aglicon,
fue superior en un 20% a la potente accion hidrolitica del dcido clorhidrico ensayado
paralelamente.

FUNCION TRANSFERASA.

Los organismos animales tienen que bloquear numerosas sustancias que pueden
considerarse toxicas y que tienen una doble procedencia:

a.- Interna, representada por numerosos metabolitos resultantes de las muitiples
reacciones orgénicas.

b.- Externa, especialmente productos toxicos (generalmente medicamentos) que
se administran en el tratamiento de las enfermedades u, ocasionalmente, son ingeridos
por error o intento de autolisis. Para evitar su accién el organismo dispone de multitud
de mecanismos de biotransformacién o detoxificacién que se fundamentan en cuatro
reacciones quimicas principales: oxidacion, reduccion, hidrolisis y sintesis. En todas ellas,
pero especialmente en los procesos de sintesis o conjugacion con intervencion de la
betaglucuronidasa, juega el 4cido glucurénico. Se conocen al menos ochenta sustancias
que son neutralizadas, se conjugan o eliminan por éste mecanismo, reacciones que se
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producen por la primordial intervencion de la enzima Uridin-difosfo-glucuronil
transferasa (UDP-glucuronil transferasa), camino habitual en los procesos de
conjugacién y de cuyos conocimientos tenemos noticias gracias a los pioneros estudios
de DUTTON’, STOREY" y STROMINGER" . Una posible accién transferasa a cargo
de la Beta-glucuronidasa es defendida por algunos autores, aunque desde luego muy
secundaria. Diversos resultados experimentales parecen contribuir a ésta afirmacion. Asi
FLORKIN y cols'’ demostraron la sintesis “in vitro™ del acido bornil-glucurénico en un
sistema que contenia beta-glucuronidasa, puffer, borneol y édcido glucurénico. Ello
demostrd que el enzima catalizaria la condensacion; la cantidad de 4cido glucurénico
sintetizada en la prueba fue muy pequefia a pesar de que el tiempo de incubacion fue
largo aunque, a juicio de los autores, la conclusion es definitiva. FISHMAN'*"* sefala el
aumento de la beta-glucuronidasa hepatica cuando se aportan sustancias que se eliminan
en condiciones normales como glucurénidos. Posteriormente comprobd “in vitro™ que
tanto la beta-glucuronidasa hepatica como la obtenida de cultivos de Eschericha coli
podian transferir el radical dcido de diversos glucurénidos a alcoholes ciclicos,
observaciones que han sido confirmadas por YOSHIDA y cols". Por el contrario la
capacidad hepitica de sintetizar glucurénidos disminuye considerablemente * in vivo “
por la accién de sustancias inhibidoras de la beta-glucuronidasa.

El mecanismo principal de glucuronoconjugacion a cargo del enzima especifico
UDP-glucuronil transferasa y el secundario por accion de la beta-glucuronidasa, se puede
representar de acuerdo con el esquema de DORHMAN'. Una expresion simplificada de
ambas acciones se puede representar de la forma que a continuacion exponemos:

1 HIDROLASAS:

A-G + HoH A-OH +G-H

2 TRANSFERASAS:

A-G + BoH A-OH +B-G

Que demuestra los procesos metabo 1 icos catalizados por la beta-glucuronidasa.

A y B son agliconas diferentes, G resto de 4cido glucurénico. El hecho mas
interesante a destacar de esta doble funcién de la enzima. ain cuando una de ellas
(funcién hidrolasa) es la fundamental, deriva de que de la concurrencia y sumacion de
ambas puede resultar una importantisima mision en diversos procesos metabélicos, en el
sentido de ser un mecanismo regulador de la actividad realizada por numerosas
hormonas, especialmente las de origen gonadal. Un aumento de glucurénidos conjugados
hormonales producirian o inducen la produccion de enzimas que por su efecto hidrolitico
seria antagonico de una hiperproduccion y al contrario, un descenso del enzima
determina un efecto inverso.

HETEROGENEIDAD.

Los trabajos de MASUME'", OSHIMA'"® Y FISHMAN®"* coinciden en que sélo
hay un enzima beta-glicuronidasa con un pH optimo entre 4,5-5,2. Sin embargo,
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posteriormente MILLS' ha obtenido a partir del bazo del buey, dos fracciones de beta-
glucuronidasa con un pH éptimo de 4,5 y 5,2 respectivamente.

De acuerdo con la especificidad de precipitacion de fracciones proteicas por el
método del sulfato aménico, COHN® aplicandolo a aquel estudio determina que una
fraccion precipita con las globulinas gamma y la otra con las beta y gamma globulinas de
forma conjunta.

Los estudios d¢ DOHRMANN'?' con preparados enziméiticos comerciales de
higado de ternera demuestran, utilizando técnicas electroforéticas, la presencia de tres
fracciones proteicas de las que s6lo la més lenta tiene accién enzimética migrando con las
beta globulinas. Este mismo autor ha observado en el tumor ascitico de ERLICH del
raton, una elevada actividad en la fraccion beta globulina con una accién hidrolitica muy
marcada y asi mismo, otra fraccién con accién enzimdtica ligada a las alfa-globulinas.
Estos datos suponen un nuevo camino de trabajo ante la posible presencia de isoenzimas
de la beta glucuronidasa y su identificacién segun del drgano que procedan. En el futuro
por tanto, las modificaciones de la actividad enzimdtica del suero (u otros fluidos
biolégicos) en circunstancias patologicas, puede suponer una interesante aplicacion
diagnéstica en la localizacion y topografia, de acuerdo con los organos afectados
(corazon, pulmones, higado, etc.) como ocurre con la mayoria de las enzimas de
aplicacion cotidianas (amilasa, creatin-kinasa , lictico-deshidrogenasa , etc. ).

HORMONAS Y BETA-GLUCURONIDASA.

Se ha demostrado que existe una estrecha relacion entre la actividad sérica de la

beta-glucuronidasa y la concentracion de determinadas hormonas (tiroideas, gonadales,
etc.), aunque la intimidad de las relaciones entre ellas permanece en la oscuridad por lo
que las deducciones son, mayoritariamente empiricas. Analizaremos los principales
aspectos de las relaciones:

1. Beta-glucuronidasa y hormonas estrogénicas:

El enzima beta-glucuronidasa esta acentuadamente disminuido en el tejido uterino
de ratas oforectomizadas, experimentando un considerable ascenso tras la administracion
de estrogenos™®, aumento que se hace extensivo a otros érganos (vagina, glandulas
mamarias)**? . Se ha descrito que en el macho se produce ¢l mismo fenémeno en las
vesiculas seminales, prostata, glandulas prepuciales y también en las glandulas
adrenales’®?’. En el suero de la mujer embarazada (también en otros fluidos biologicos)
se ha demostrado un aumento progresivo de la actividad de la beta-glucuronidasa, hasta
cuatro veces por encima de la normalidad en los ltimos meses de la gestacion. Después
del parto y en los primeros dias del postparto, disminuye la actividad enzimética hasta
alcanzar la normalidad®®. Esto también ocurre en la mayor parte de los tejidos. La
sensibilidad del enzima a las modificaciones de Ia concentracion de estrégenos, es tal que
incluso se manifiesta en las distintas Zases del ciclo menstrual”®. El aumento no es debido
a la beta-glucuronidasa placentaria (la piacenta es muy rica en éste enzima) ya que ésta
no pasa a la sangre circulante e, incluso en el feto Ia actividad de la beta-glucuronidasa es
la del adulto normal.
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2. Beta-glucuronidasa y andrégenos.

FISHMAN y cols han encontrado que la administracion de testosterona
determina aumento de la beta-glucuronidasa principalmente en el rifién y en las vesiculas
seminales y con mucho menos intensidad en el higado. El mismo efecto consiguieron
PETTENGIL y cols’' tras la administracion de gonadotrofinas hipofisarias. Finalmente es
conveniente sefialar que hay un peculiar efecto antagénico entre los estrogenos y los
androgenos. Asi mientras el etilbestrol se opone a los efectos androgénicos sobre la beta
glucuronidasa renal, los andrégenos no se oponen a la accién de los estrogenos en los
mismos casos.

3. Beta-glucuronidasa y hormonas tiroideas.

Trabajos iniciales de japoneses™ y espafioles’* han demostrado clinica y
experimentalmente que e! aumento de la funcién tiroidea (Enfermedad de Graves-
Bassedow) se acompaii. de aumento de la actividad sérica de la beta-glucuronidasa y
que ratas hipotiroideas por accién del tiouracilo, sulfocianuro potasico o tras
tiroidectomia presentan actividades enzimaticas descendidas (mds bajas que los controles
normales). De la misma forma se comportan los humanos con hipertiroidismo y
mixedema. El hecho ha sido confirmado por otros autores y no sélo con la beta-
glucuronidasa, sino también con otros enzimas lisosomicos (N-acetil-beta-
glucosaminidasa, alfa-glucosidasa, etc.)*.

FACTORES QUE INFLUENCIAN LA ACTIVIDAD DE LA BETA-
GLUCURONIDASA.

La actividad enzimética de la beta-glucuronidasa, al igual que la de otros enzimas,
esta sometida a numerosas influencias. Analizaremos las de mayor interés:

a) El pH 6ptimo oscila entre 4,5 y 5,2 aunque algunas isoenzimas tienen otro pH
optimo, en éste caso nos referimos a la beta-glucuronidasa humana. En un reciente
estudio de DENT? donde se analiza la estabilidad de varios enzimas lisosomicos en el
suero se llega a la conclusién de que el enzima més estable es la beta-glucuronidasa,
sobre todo si se acidifica el suero o plasma.

b) Temperatura: la ptima es la del cuerpo humano (37°C) aunque en la mayoria de
las técnicas de determinacion se utilizan los 50°C para acelerar los procesos hidroliticos.

c) Concentracion del substrato: la accion hidrolitica aumenta de forma lineal a la
concentracién aunque dentro de unos limites, pasados los cuales el exceso de substrato
puede actuar como inhibidor. Por tanto dentro de esos limites, puede considerarse que la
cinética es una reaccion de orden cero.

d) Concentracion del enzima: con actividades enziméticas determinadas (altas) se
produce una disminucion de dicha actividad, lo que se interpreta como un fenémeno de
disociacion en componentes inactivos.
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¢) Inhibidores: Son muchos y de muy diversa indole:

1) Inespecificos: tales como el 4cido citrico y los 4cidos hidroxicarboxilicos 1y
la heparina’’, que a una concentracién del 0.4% inhibe al enzima en un 50%. La
inhibici6én es de tipo competitivo 0 no competitivo, segun el pH del medio. Otros
inhibidores no especificos son la hialuronidasa, tiroxinasa, flavonoides, rutina,
sales de metales pesados (mercurio, plata, etc) que actian produciendo un
precipitado proteico. El 4cido ascorbico a dosis de 1 g/dia, también tiene accnén
inhibidora ya que se reduce la actividad de la betaglururonidasa en un 25%°.

2) Especificos: el mas importante de todos es el acido sacérico y sus derivados,
aunque la inhibicion solo se ha demostrado “in vitro”. La disacarolactona tiene en
cambio, también accion inhibidora “in vivo” y por tanto para la beta-
glucuromdasa de origen animal como es la bacteriana, tan importante es ésta
accién inhibidora especifica que BOYLAND® llegé a recomendar el uso
profilactico de la disacarolatona en los trabajadores de las industrias quimicas
para evitar el desarrollo del cancer de vejiga. No se conoce con certeza la
existencia de un inhibidor endogeno presente en el suero, aunque se cree que €s
una proteina termoestable y no dializable.

f) Activadores: activan el enzima la seroalbimina bovina, el DNA de distintos
origenes (timo, esperma de pescado), gelatina, quimotripsina, ciertos aminoacidos (lisina,
ornitina). En el caso concreto del DNA la accion activadora, puede alcanzar una
intensidad del 100%*. Algunas proteinas inactivadas por el calor se muestran como

activadores por lo que se considera que tal factor tiene caricter termoestable’'. El
mecanismo intimo de la accién activadora no es bien conocido, aunque podria estar
representado por la recombinacion de los productos inactivos procedentes de la

disociacion del enzima, es decir, a partir de una auténtica reconstitucion**’.

LA BETA-GLUCURONIDASA EN LOS ORGANISMOS VIVOS.

El enzima beta-glucuronidasa fue descubierta en tejidos vegetales™, aunque son
los organismos animales y en las bacterias donde se encuentra en mayor abundancia hasta
tal punto que en algunos organismos inferiores (insectos, moluscos) son la fuente de
obtencion del enzima que se utiliza con fines industriales en la hidrélisis de hormonas
esteroideas combinadas con glucurénidos. Las bacterias mds ricas en beta-glucuronidasa
son el Escherichia coli y el Hoffmani *.

En la especie humana la riqueza enzimitica es la que se expone en la Tabla II,
datos obtenidos por diversos autores a partir de drganos y fluidos humanos valorados en
cifras arbitrarias basandose en la hidré lisis del 4cido fenol-talein-B-D-glucurénico®.

En los fluidos orgénicos humanos ademas del suero, la beta-glucuronidasa se
encuentra en la orina, saliva, jugos digestivos, liquido pleural y pericardico, liquido
céfalo-raquideo, etc. En los elementos celulares de la sangre es especialmente abundante
en los linfocitos y monocitos, también se encuentra en las plaquetas y se libera en los
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procesos de la hemostasia, incluso se cree que tiene una ligera accién fibrinolitica. En los
hematies la actividad es muy baja ya que no siempre se puede demostrar.

DISTRIBUCION INTRACELULAR.

Fue CAMPBELL**" el primero que demostré que la beta-glucuronidasa se
encuentra en las mitocondrias. WALKER*®® en 1952 la identifica en "particulas
sobrenadantes del citoplasma®, pero han sido los trabajos de DUVE™' los que
demostraron la presencia de ésta enzima en los lisosomas junto con otras hidrolasas, tales
como la ribonucleasa, colagenasa, alfa-glucosidasa, aril-sulfatasas, fosfatasa acida, N-
acetil-p-glucosaminidasa, etc. BARTALOS % estudiando las fracciones enzimsticas
tisulares humanas, determina las distintas proporciones de la distribucion de dichas
fracciones. Asi por ejemplo en la glandula mamaria la fraccion A o fraccién lisosomal es
muy rica mientras que en el pulmén es mas abundante la fraccion B o mitocondrial
aunque, este mismo autor en tejidos neoplésicos mamarios y pulmonares, ha demostrado
que el aumento se hace a expensas de la fraccion lisosomal. Actualmente se admite que
las fracciones de la beta-glucuronidasa se distribuyen de la forma siguiente:

- Localizacién lisosomica: 50%.
- Localizacién mitocondrial: 45%.
- Fraccion libre citoplasmatica: 5%.

En la Tabla III se exponen los enzimas que se han detectado en los lisosomas.




INTRODUCCION

TABLA II
DISTRIBUCION ORGANICA DE LA BETA GLUCURONIDASA

ORGANO / FLUIDO BIOLOGICO ACTIVIDAD

3.000-11.000
2.000-7.000

Pulmones

Pdncreas ....

Bazo

....................... 200-1.000
500-2.000

400-700

300-600

PIASIA «oaneeeoevereeeeneenasssassessessssssosssssssssassassassssssssassasssse 1-10
BCR e csmnssmssimsiinisiasiissisiviiissiaissssinssss i ciRaasy 0.3

Esperma

Saliva Indicios
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TABLA 111

ENZIMAS PRESENTES EN LOS LiSOSOMAS

DENOMINACION DE LA ENZIMA CLASIFICACION INTERNACIONAL

Fosfatasa dcida

Ribonucleasa

Desoxirribonucleasa dcida

Beta-glucuronidasa

Catepsina ..
APSHYBIRSEE ccovvisesrvsrrmumsssrmmassssesassvossssesnsnassessesis 3.2.6.1

Beta-galactosidasa .....eeseenssonnnesisniensressossassassassnnes 3.2.1.23
N-acetil-beta-glucosaminidasa ............cccoeeueresencsnsanns 3.2.1.29

Alfa-Manosidasa .........ovivuriiucnsncncsninicnesnssenssssresasonase 3.2.1.24

COlAGONASA cavsvrsserecssessasssasnssesssasassnssessassassssssssassessssses 3.4.4.19

Alfa-gluCoSidasa .......euuvencvenirireneensesssssassisssasssassssaces 3.2.1.20

HiGluronidasa ..........cccoceesernssesssensssesssssavesssssesssossss veeees 4.2.99.1

0T TR T O ———————————— 3.1.34
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TABLA 111 (Continuacién)

ENZIMAS PRESENTES EN LOS LISOSOMAS

DENOMINACION DE LA ENZIMA CLASIFICACION INTERNACIONAL

Fosfoprotein foSfatasa ..........usiveeincississnisinssassnsnnas 3.1.3.16

Lipasa dCil@..icessesssssasnssrsassssssssssassssonsssossessasssnassassans 4 3.1.1.3

Beta esterasa 3111

NADH?2 Citocromo C redUcClasa .....eeveesesssssssssssssssene 1.6.99.3

Aminopeptidasa A ........ucucvusvisisisiinsnnscassassusassssscae 3.4.1.2

Dextranasa .... T —— 3.2.1.11
LT T P S — 3.2.1.26

Muramidasa ( Lisozima ) i p— A

Fosfolipas@ A ...cversmsorsnssasssssssssssosssssssssssssssssoncanes 3.1.1.4
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BETA-GLUCURONIDASA URINARIA

La beta-glucuronidasa es un enzima que se encuentra en la orina normal,
originandose a partir del enzima que se libera de los lisosomas de los tibulos renales ya
que, en circunstancias normales por su pH elevado no atraviesa la membrana glomerular.
En situaciones patolgicas aumenta la excrecién urinaria por lo que puede utilizarse
como indice de enfermedad renal. La actividad urinaria se influencia por numerosos
factores, teniendo especial interés los activadores e inhibidores.

a) Activadores.

Como tales actiian numerosas sustancias, asi el citosdn, protamina, albimina
humana, DNA de salm6n del timo y del esperma de pescado, la gelatina, algunos
aminodcidos como la ornitina y la lisina.

b) Inhibidores.

Son numerosos y tienen mucho més interés que los activadores al encontrarse en
condiciones fisiolégicas y también en la enfermedad renal. Inhibidores inespecificos son
el 4cido citrico, 4cido sacirico, acido mucico, D-glucurono-lactona, heparina,
hialuronidasa, tirosinasa, cloroformo, flavonoides, quercetina, sales de plata y de
mercurio, etc. Inhibidores especificos son: otros glucurénidos™, el 4cido giutdrico™,
sécaro-1-4-lactona”. EL I-H y II-H descritos por SAKAMOTO Y NISHIKAZE * en la
orina de mujer embarazada por técnicas cromatograficas en columna de Sephadex y por
cromatografia de celulosa DEAE.

Gran importancia desde el punto de vista clinico, tiene la sacaro-1-4-1actona en
orden a la prevencion del cancer de vejiga™, muy frecuente especialmente en los
trabajadores de las industrias quiiicas.

ORIGEN DE LA BETA-GLUCURONIDASA URINARIA.

Son numerosos los autores gue se han ocupado de intentar aclararlo, aunque
quedan aiin numerosos puntos oscuros. FRIPP*’ sefiala las siguientes posibilidades:

- Que se filtre a través del glomérulo.

- Que se segregue activamente por los tibulos.

- Que sea un enzima segregada por el epitelio del uréter y de ia vejiga urinarios.

- Que las células desprendidas al lisarse, liberarian la beta-glucuronidasa que
contienen.

Como modelo experimental ha utilizado el mono VERVET cuya histologia del
sistema urinario es muy similar a la humana. Mediante diversos procedimientos técnicos
FRIPP ha determinado:

- Que la actividad de la beta-glucuronidasa de la orina que ha estado en contacto
con ¢l epitelio de la vejiga es mas alta que la obtenida directamente del uréter.

- Colocando suero glucosalino en la vejiga, previa ligadura de los uréteres, la beta
glucuronidasa urinaria aumenta en relaciéon directamente proporcional con la duracion
que el suero habia estado en contactc con el epitelio de la vejiga.

- Histolégicamente el epitelio y las capas musculares de los uréteres y de la
vejiga, tenian actividad muy elevada de beta glucuronidasa no en cambio, la capa
submucosa.

Todos estos datos le llevan a concluir que la beta-glucuronidasa tiene un doble
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BETA-GLUCURONIDASA URINARIA

La beta-glucuronidasa es un enzima que se encuentra en la orina normal,
origindndose a partir del enzima que se libera de los lisosomas de los tibulos renales ya
que, en circunstancias normales por su pH elevado no atraviesa la membrana glomerular.
En situaciones patologicas aumenta la excrecion urinaria por lo que puede utilizarse
como indice de enfermedad renal. La actividad urinaria se influencia por numerosos
factores, teniendo especial interés los activadores e inhibidores.

a) Activadores.

Como tales actian numerosas sustancias, asi el citosdn, protamina, albimina
humana, DNA de salmén del timo y del esperma de pescado, la gelatina, algunos
aminodcidos como la onitina y la lisina.
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el dcido citrico, 4cido sacdrico, édcido miicico, D-glucurono-lactona, heparina,
hialuronidasa, tirosinasa, cloroformo, flavonoides, quercetina, sales de plata y de
mercurio, etc. Inhibidores especificos son: otros glucurénidos™, el acido glutarico™,
sécaro-1-4-lactona®. EL I-H y II-H descritos por SAKAMOTO Y NISHIKAZE * en la
orina de mujer embarazada por técnicas cromatograficas en columna de Sephadex y por
cromatografia de celulosa DEAE.

Gran importancia desde el punto de vista clinico, tiene la sicaro-1-4-1actona en
orden a la prevencién del cancer de vejiga’’, muy frecuente especialmente en los
trabajadores de las industrias quimicas.

ORIGEN DE LA BETA-GLUCURONIDASA URINARIA.

Son numerosos los autores que se han ocupado de intentar aclararlo, aunque
quedan atin numerosos puntos oscuros. FRIPP®’ sefiala las siguientes posibilidades:

- Que se filtre a través del glomérulo.

- Que se segregue activamente por los tibulos.

- Que sea un enzima segregada por el epitelio del uréter y de la vejiga urinarios.

- Que las células desprendidas al lisarse, liberarian la beta-glucuronidasa que
contienen.

Como modelo experimental ha utilizado el mono VERVET cuya histologia del
sistema urinario es muy similar a la humana. Mediante diversos procedimientos técnicos
FRIPP ha determinado:

- Que la actividad de la beta-glucuronidasa de la orina que ha estado en contacto
con el epitelio de la vejiga es mas alta que la obtenida directamente del uréter.

- Colocando suero glucosalino en la vejiga, previa ligadura de los uréteres, la beta
glucuronidasa urinaria aumenta en relacion directamente proporcionai con la duracion
que el suero habia estado en contacto con el epitelio de la vejiga.

- Histolégicamente el epitelio y las capas musculares de los uréteres y de la
vejiga, tenian actividad muy elevada de beta glucuronidasa no en cambio, la capa
submucosa.

Todos estos datos le llevan a concluir que la beta-glucuronidasa tiene un doble
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origen: uno de mayor importancia, el rifién y otro de menor interés, el epitelio de los
uréteres y de la vejiga siendo éste, mucho mas importante que el ureteral en razén de que
la vejiga es zona de almacenamiento (contacto prolongado).

BETA-GLUCURONIDASA URINARIA EN CONDICIONES
NORMALES:

La mayoria de los enzimas urinarios al igual que los séricos modifican su
actividad, de acuerdo con la edad y el sexo. En la Tabla IV tomada de MARUHN® se
exponen los datos sobre beta-glucuronidasa urinaria.

VANDERJAGT® no ha obtenido ninguna diferencia entre nifios y adultos
jovenes para la beta-glucuronidasa y otros enzimas lisosomales de la orina. En suero
VILCHEZ, RODRIGUEZ CUARTERO Y NUNEZ® han comprobado un aumento de la
actividad conforme la edad avanza. Tras ejercicio fisico extenuante ROINE®' y tras la
accion de las temperaturas elevadas (sauna finlandesa) se ha demostrado aumento de la
eliminacion urinaria de hexosaminidasa y beta-glucuronidasa, mientras que la LDH y la
LAP no se modifican. En la gestacién normal también aumenta la eliminacion urinaria de
hidrolasas lisosomales (al igual ocurre en el suero), hecho explicable por la regulacion e
influencia hormonal sobre el enzima.

El hecho ha sido también demostrado en animales de experimentacion -ratas-*,
en suero, tejido endometrial de macacus Rhesus® y en mujeres gestantes® a término y en
el postparto®, circunstancias fisiologicas en las que también estd aumentada la beta-
glucuronidasa sérica.

TABLA 1V
ACTIVIDAD BETA GLUCURONIDASA URINARIA NORMAL:
DIFERENCIAS SEGUN SEXO%,

mU/3 h

Percentiles
5.0 50.0
197.5

Hombres 546 1188 1830
Mujeres 355 1017 1706

U/g creatinina

Hombres ; 3.08 579

Mujeres A 3.66 6.89
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BETA-GLUCURONIDASA URINARIA EN LA
ENFERMEDAD

En 1959 GOLDBARG y cols*’ aportan un método para la determinacién de la
beta-glucuronidasa en suero, orina y tejidos y lo ensayan en 300 sueros y 100 orinas de
controles normales y en 500 sueros patologicos y 359 orinas de enfermos (orina recogida
durante 24 horas). Los autores llegaron a la conclusién de que le beta-glucuronidasa
urinaria no tiene ninguna relacién con la actividad de la del suero y que la beta-
glucuronidasa que se encuentra en la orina es de origen tubular y del epitelio del tracto
urinario. Desde este trabajo princeps de GOLDBARG al estudio de la beta-
glucuronidasa urinaria se le ha dado gran importancia, especialmente en el diagnostico de
la patologia neoplasica del rifién y vias excretoras.

1. BETA-GLUCURONIDASA URINARIA EN ENFERMEDADES
EXTRARRENALES.

A) Diabetes Mellitus.

Uno de los principales 6rganos que se afectan en la diabetes mellitus es ¢l rifion, por
lo oue es necesario contar con un marcador de dafio renal precoz en esta enfermedad.
Actualmente las lineas de investigacion de la nefropatia diabética se orientan hacia un
diagndstico lo mas temprano posible, tnica forma de mejorar el pronéstico.

La microalbuminuria®, alfa-1 microglobulina™, beta-2-microglobulina™ y N-
acetil-B-glucosaminidasa® son los parimetros mas frecuentemente analizados en el
diagnostico precoz de la nefropatia diabética.

La beta-glucuronidasa apenas ha sido estudiada. MARUHN" indica que cuando
hay aumento del enzima es porque existe hipertension arterial y es signo de mal
prondstico. RAO®® encuentra también niveles elevados de beta-glucuronidasa cuando el
paciente diabético tiene complicaciones y estd en relacion con el tiempo de evolucion de
la diabetes.

Recientemente RODRIGUEZ CUARTERO y BARCELONA MARTIN® han
observado que la excrecion de beta-glucuronidasa aumenta de forma llamativa cuando
hay dafio tubular pero que también se produce ascenso del enzima como consecuencia de
la lesién glomerular, fundamentalmente a nivel de la membrana basal glomerular.

En recién nacidos de madres diabéticas hay un aumento del enzima urinario sobre
todo en aquellos casos en que las madres tuvieron un mal control metabolico en la Gltima
etapa de la gestacion. Muchos de los enzimas lisosémicos, entre ellos la beta-
glucuronidasa, se alteran en los pacientes diabéticos que estdn descontrolados
metabolicamente” y se ha establecido una correlacion entre la beta-glucuronidasa y la
hemoglobina glicosilada ™.

B) Hipertension arterial.

La hipertension arterial repercute especialmente las formas mds severas, en el rifion;
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del mismo modo el rifion es ura de las causas de hipertension arterial secundaria. Los
enzimas urinarios (también otras proteinas) han sido estudiados para determinar la
repercusion de la HTA en el rifion: NAG, LAP, LDH, Gamma-GT, etc. La beta-
glucuronidasa urinaria ha sido estudiada por MARUHN™ quien ha observado ligeros
ascensos en las formas leves y moderadas, mientras que en las formas severas con
esclerosis e insuficiencia renal paraddjicamente, la actividad enzimética disminuia. En las
hipertensiones secundarias sin deterioro de la funcién renal, la beta-glucuronidasa
urinaria estaba muy aumentada (MARUHN)". Para este autor los enzimas lisosomales
son sensibles y precoces y su aumento en la orina es fiel expresion de lesion tubular. La
normalizacion de la eliminacion urinaria en los casos de insuficiencia renal probablemente
es debido a fenémenos de inhibicion enzimética, aunque otros han postulado que fuera
secundario al agotamiento enzimético.

C) Cirrosis hepitica.

SOLIS HERRUZO vy cols”” han estudiado la eliminacién urinaria de varios enzimas
lisosomales en cirréticos con dafio renal tubular frente a controles y a cirréticos con
insuficiencia renal funcional. En la primera situacion la eliminacién urinaria de la beta-
glucuronidasa (también otros enzimas tubulares) estaba aumentada, mientras que la
actividad era normal similar a los controles en los casos con insuficiencia renal funcional.
De ello deduce que el enzima puede ser utilizada en el diagnéstico diferencial de la
insuficiencia renal del cirrético.

2. ACTIVIDAD DE LA BETA-GLUCURONIDASA URINARIA EN
LAS ENFERMEDADES RENALES.

A) Infecciones.

Fueron KALLEP y LAPCO™ quienes observaron modificaciones de la orina en
sujetos con infeccion urinaria; en 11 casos de pielonefritis crénica la actividad enzimética
estaba elevada, no encontraron ninguna correlacién con la existencia de proteinuria ni
tampoco con leucocituria. De cllo deducen que la actividad urinaria deriva del enzima
liberado a partir de células epiteliales descamadas, pues los hematies apenas si tienen
actividad beta-glucuronidasa. Por otro lado SCHAPIRO y GONICK” sefialan que la
elevacion de la beta-glucuronidasa de la orina indica inflamacion del parénquima renal de
forma pura, pues los elementos del sedimento urinario (leucocitos, hematies, bacterias,
etc.) no modifican la actividad enzimética de la beta-glucuronidasa urinaria a diferencia
de lo que ocurre con la 7.DH y FA; pero ademas ello tiene el refrendo experimental en
situaciones relacionadas con cambios de pH, eliminacién de inhibidores mediante la
dialisis, conservacién de la orina en refrigeracion ¢ congelacién. Los elementos del
sedimento no alteran la actividad de la beta-glucuronidasa de la orira. Si, en cambio,
detectaron cambios en relacion con alteraciones del equilibrio é4cido-base y grado de
hidratacién. GONICK y cols® han observado en 15 casos de pielonefritis activas
actividad enzimética urinaria elevada, mientras que en trece casos de formas no activas el
ascenso se observo s6lo en once casos y de forma menos ostensible.
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B) Glomerulonefritis agudas/crénicas y sindrome nefrético.

GONICK vy cols® han determinado el enzima en 38 casos de glomerulonefritis
agudas observando ascensos en 31 pacientes, en cambio en los 8 casos con necrosis
tubular el enzima siempre estuvo elevado. En 27 nifios con sindrome nefrético®' la
actividad beta glucuronidasa de la orina estaba significativamente aumentada en relacién
con los controles normales. Incluso el ascenso se observa en los nifios, en remision tras
tratamiento corticoide.

En la nefropatia hipica DELEKTORSKAYA * también ha determinado importantes
ascensos, sobre todo en los pacientes que cursaban con proteinuria.

C) Neoplasias renales y de vias excretoras.

Al estudio de la beta-glucuronidasa urinaria se le ha dado gran importancia en el
diagndstico de los tumores malignos hasta tal punto que la mayoria de los trabajos de
este enzima en la orina se refieren a la patologia tumoral. Fueron BOYLAND y cols™ los
que pusieron de relieve la gran frecuencia de tumores malignos de vias excretoras
urinarias en los trabajadores de la industria quimica (beta naftilamida, alfanaftilamida,
benzidina, etc.). Tales tumores se localizan en aquellas partes del tracto urinario donde la
orina es retenida algiin tiempo y permanece por tanto, més tiempo en contacto con el
epitelio urinario (pelvis renal, parte final del uréter y, sobre todo, vejiga de la orina) y por
tanto, la posible agresion por sustancias potencialmente cancerigenas es mantenida
durante mucho tiempo. Estos mismos autores sefialan que las orinas humanas contienen
diversos metabolitos del trintéfano ( 2-orto-aminofenoles, 3-hidroxi-quinurenina, dcido
3-hidroxi-antranilico, etc.) que habitualmente son eliminados conjugados con ésteres
sulfiricos o glucurénicos, inactivos desde el punto de vista carcinogénico, pero los
enzimas beta-glucuronidasa y sulfatasas, pueden liberar de estos aminofenoles
conjugados otros aminofenoles cancerigenos, dependiendo del tiempo que la orina esté
en la vejiga, pH de la orina, concentracion de activadores e inhibidores etc.

Del aumento de la actividad de la beta-glucuronidasa urinaria en los tumores renales
y de vias excretoras los mismos autores emiten la hipétesis de un doble mecanismo:

a) Que el aumento de la beta-glucuronidasa sea causa del tumor al liberar
aminofenoles conjugados inactivos otros aminofenoles no conjugados activos desde ¢l
punto de vista cancerigeno.

b) Que el ascenso de la beta-glucuronidasa sea consecuencia del tumor, liberandose a
partir de las células tumorales descamadas; ésta iiltima posibilidad tiene mayores visos de
certeza al haberse comprobado aumento de la beta-glucuronidasa en el tejido tumoral y
en el suero de los pacientes con estas patologias. LEWIS Y PLAICE® han obtenido
también aumento de la actividad de la beta-glucuronidasa urinaria en enfermos con
carcinoma vesical, al mismo tiempo que han detectado en el 86% de los hombres y en el
52% de las mujeres la presencia de inhibidores. MATTEA y cols*** en varios estudios al
respecto han estudiado el enzima en orina de enfermos con céncer de vejiga demostrando
que la actividad estaba muy elevada, al mismo tiempo en los trabajadores de la industria
de los colorantes (aminas arométicas) también presentaban ascensos de la beta-
glucuronidasa de la orina, atin antes de que se haya desarrollado el carcinoma de vejiga,
dato que aboga por la accién cancerigena de estas aminas.

Por otra parte, el mismo autor y su grupo consiguen, al igual que los estudios de
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BOYLAND”, disminuir la actividad de la beta-glucuronidasa de la orina mediante la
administracién de un inhibidor de la enzima: sicaro-1-4-lactona, sustancia que se puede
utilizar en la profilaxis del carcinoma vesical de origen profesional.

KALLET Y LAPCO” en cuatro pacientes con carcinoma de vejiga demuestran que
la actividad de la beta-glucuronidasa estaba elevada sélo en dos casos y SHAPIRO Y
GONICK” en siete quistes renales una actividad normal del enzima en la orina, mientras
que en 16 tumores renales malignos (hipernefromas) la actividad estaba elevada.
GONICK vy cols® en cinco pacientes con quistes renales obtiene actividades enzimaticas
normales, mientras que en 17 carcinomas renales la actividad enzimética estaba
aumentada, aunque de forma moderada. En eschistosomiasis (enfermedad parasitaria que
afecta a las vias excretoras y que con frecuencia suele degenerar en procesos malignos).
FRIPP ¥’ ha demostrado aumento de la beta glucuronidasa de la orina, hecho que se
interpreta como secundario al dafio en la pared de la vejiga por el paso de huevos de
bilharzias y por la reaccion inflamatoria. Tras la curacion mediante tratamiento médico se
normalizan los pardmetros enzimaticos, mientras que en los casos en los que ha
implantado ya un carcinoma vesical las actividades cnziméticas permanecen elevadas. En
otro estudio ABUL-FADL Y KHALAFALLAH®, teniendo en cuenta la elevada
incidencia de cancer de vejiga en intima relacion con la infestacion por bilharzias,
intentan explicarlo por la accion de mecanismos téxico-lesivos de las aminas aromaticas
(orto-aminofenoles) como ya habia sefialado BOYLAND®. Para ello estudian en la orina
la beta-glucuromdasa y los metabolitos del triptéfano en 50 sujetos normales, 55 con
bilharziasis urinaria, 60 casos con bilharzias y hepato-esplenomegaha y 75 casos en los
que ademas de la eschistosomiasis se habia ya desarrollado un carcinoma vesical. Tanto
los metabolitos del triptéfano como la beta-glucuronidasa urinaria se encontraban por
encima del doble de la normalidad y en los casos con carcinoma vesical hasta cuatro
veces mas de lo normal para la beta-glucuronidasa y hasta diez veces por encima de lo
normal los derivados del triptofano. Para NORDEN vy cols*’ la hidrolisis de los
conjugados glucurénicos por la beta-glucuronidasa es uno de los principales factores de
riesgo en el desarrollo del cancer de vejiga. La importancia del estudio de la beta-
glucuronidasa en la orina es para HO* muy grande, hasta tal punto que la propone como
test screening y para el control evolutivo de las enfermedades malignas del tracto
urinario. En los estudios previos de PAIGEN*" se habia demostrado que el ascenso de
la enzima en la orina no es la causa de los tumores, sino la consecuencia y que aunque,
como con otros enzimas lisosdmicos, tiene un control genético, los ascensos se deben al
propio tumor. El aumento de la beta-glucuronidasa también se ha observado en la
pelagra y otras enfermedades carenciales (en las que se altera el metabolismo del
triptéfano) normalizdndose tras tratamiento con écido nicotinico; quizds en todo ello,
intervenga el factor nutricional. BEGUN’' también ha demostrado ascensos de la beta-
glucuronidasa urinaria en la desnutricién prolongada, secundarias a la degeneracion
tubular y que se corrigen tras la administracion de vitamina A.

D. Trasplante renal.

En pacientes con homoinjerto renal GONICK * en 39 pacientes ha observado
que inmediatamente tras el trasplante, sin relacién con el tipo de donante (rifién de vivo o
de cadéver) se producian ascensos enziméticos; en 26 casos en los que no hubo

probiemas de rechazo la actividad enzimdtica se normalizd a las tres semanas, en los
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casos restantes con rechazo renal la actividad urinaria del enzima siempre estuvo elevada.
SADMAN y cols” estudiando la actividad urinaria de varias glicosidasas (beta-
galactosidasa, beta-glucuronidasa, N-acetil-beta-glucosaminidasa) en trasplantados
renales detectan ascensos mds acentuados en los casos con rechazo renal, por lo que
abogan que la determinacion de éstos enzimas es muy ttil para vigilar la funcion del
injerto y para detectar precozmente el rechazo. Al parecer el tubulo renal es el tramo de
la nefrona que se afecta méds precozmente con rechazo del alotransplante (necrosis
tubular) por ello las glicosidasas, enzimas tubulares por excelencia de localizacion
lisosomal aumentan precozmente en la orina. Por otro lado la actividad de estas enzimas
se puede utilizar en el control del tratamiento ya que en los casos de rechazo que
responde bien a la inmunosupresion, la actividad enzimética vira hacia ia normalidad. En
el estudio de DYCK” donde también se analiza el comportamiento de varias glicosidasas
urinarias en 21 sujetos con holotrasplante, observa en 13 de 16 casos ascensos de la
actividad NAG, mientras que en las otras glicosidasas el aumento de actividad fue menor
e inconstante. PANTSCHERA® ha llegado a similares conclusiones y en otro estudio
recientemente. KOIVULA demuestra que la actividad de la beta-glucuronidasa y NAG
urinarias son de gran interés en el diagnostico precoz y en el control evolutivo del
rechazo.

3. AGENTES TOXICOS Y MEDICAMENTOSOS.

Cada dia conforme avanza la terapéutica, se utilizan més y mejores sustancias en
el tratamiento de la enfermedad, pero al mismo tiempo con mayor agresividad sobre las
estructuras sanas. A éste respecto KOZMA®’ ha demostrado que la furosemida, diurético
de asa, ampliamente usado en el tratamiento de los sindromes asciticos y edematosos
(insuficiencia cardiaca. nefrosis, cirrosis hepética, etc.) eleva la beta-glucuronidasa
urinaria. Experimentalmente, en ratas con litiasis urinaria tratadas con pentosan
polisulfato sédico también se eleva la actividad urinaria de varios enzimas (LDH, FA,
gamma-GT, beta-glucuronidasa)”®. La administracién de gentamicina induce también
dafio tubular, lo cual se expresa por aumento de los enzimas urinarios (lisozima,
glutamato deshidrogenasa, fosfatasa alcalina, beta-glucuronidasa)’’, dafio que puede ser
evitado con la administracién de selenio como ha demostrado experimentalmente
NGAHA'”,

La administracion de antipirina y de rifampicina también determina aumento de
varios enzimas urinarios (gamma-GT, beta-glucuronidasa), aunque estos aumentos mas
que por accion lesiva sobre el tibulo se han relacionado con fendmenos de induccion
enzimética'®'. La medicacién citostdtica tiene accion téxica sobre el rifion y las vias
excretoras, bien conocidas son las hematurias tras la administracién de ciclofosfamida y
en los tltimos afios también se han descrito con cis-platino'®; el principal agente toxico
segiin han demostrado los estudios de DRELLER'” analizando la actividad urinaria de
la alanino aminopeptidasa y beta-glucuronidasa los de TAKAHASHI'* estudiando la
fosfatasa alcalina y beta-glucuronidasa y los d¢ NEKULOWA'” analizando la gamma-
GT y beta-glucuronidasa, es el 5-fluorouracilo.

La toxicidad renal también la presentan algunos medios de contraste radiolégicos
tales como ¢l diatrizoato sédico y el iopalmidol, los cuales determinan ascensos de la
actividad urinaria de NAG, gamma-GT y beta glucuronidasa, tanto en sujetos con
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funcién renal normal como cuando estd deteriorada. El dcido maleico'® determina
también un aumento de la eliminacién urinaria de enzimas lisosomales y también de la
lisozima a! parecer, por dafio tubular. El cloruro de mercurio administrado a ratas
aumenta la actividad urinaria de varios enzimas por dafio téxico tubular, aunque hay que
eliminar las gldndulas prepuciales muy ricas en beta-glucuronidasa que pueden
artefactuar los resultados'”’ al sumarse a la actividad de origen tubular; especialmente en
relacion con la beta-glucuronidasa. El aluminio en cambio disminuye la actividad urinaria
de la beta-glucuronidasa al parecer, por inhibicién enzimdtica.

4. TRAUMATISMOS.

En un estudio ya cldsico de LEWIS'® se demostrd que la beta-glucuronidasa
urinaria aumenta tras intervenciones quirirgicas mayores y traumatismos, ascenso que
se explica por la intervencién de la enzima en la hidrolisis del condroitin.
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HIPOTESIS ¥ OBJETIVOS

La insuficiencia renal por nefropatia es la principal causa de muerte en los
pacientes diabéticos'”. Se esnma que hasta el 50% de estos desarrollaran la enfermedad
en el transcurso de 10 a 30 afios’. Sobre todo en pacientes con diabetes mellitus tipo I, se
ha establecido una estrecha relacion eutre el tiempo de duracion de la enfermedad
metabélica y las manifestaciones clinicas de la nefropatia diabética’.

Son miiltiples los marcadores bioquimicos de la lesion renal que se utilizan para
detectar lo més precozmente posible las alteraciones estructurales y funcionales renales,
antes de que aparezcan los signos de nefropatia.

La presencia repetida de microalbuminuria es lo que se ha utilizado para etiquetar
a los pacientes de nefropatia establecida y que corresponde al Estadio III de la
clasificacion de Mogensen’.

Cuando existe microalbuminuria es porque se ha alterado de forma permanente la
membrana basal glomerular, aumentando el tamaio de sus poros. Para que este hecho se
produzca han ocurrido anteriormente en el glomérulo una serie de cambios, primero
funcionales, sobre todo el aumento de la presién capilar glomerular y postenormente
estructurales como la pérdida de la selectividad de carga a nivel de la membrana basal’
que facilita que progrese la lesién glomerular.

Desde que acontecen las primeras alteraciones funcionales hasta que aparece
microalbuminuria pueden transcurrir afios. A este periodo se le denomina de nefropatia
incipiente, no tiene repercusiones clinicas y equivale a los Estadios I y II de la referida
clasificacion de Mogensen.

Desde hace muchos afios los investigadores tratan de encontrar algin hallazgo
clinico o bioquimico que sirva para detectar lo mas precozmente este periodo silente de
la nefropatia diabética.

Conociendo los mecanismos fisiopatologicos que ocurren en el glomeérulo en este
periodo podemos estudiarlo con mas profundidad. La pérdida de la selectividad de carga
de la MBG se debe a que existe una disminucién de los glucosaminoglicanos, unos de los
componentes fundamentales de esta’. Como consecuencia los GAG eliminados por la
orina est4n aumentados”’.

Pero también conocemos que en la degradacion de los GAG juegan un
importante papel dos enzimas lisosomicos: N-acetil-B-glucosaminidasa y PB-
glucuronidasa. En la diabetes mellitus tanto uno como otro también estén alterados,
aumentando su actividad urinaria.

Basados en estas hipotesis nos proponemos los siguientes objetivos:

1.- Estudiar la actividad urinaria de la B-glucuronidasa y la excrecién por la orina
de GAG en un grupo de sujetos sanos, tomados como control, que no tienen
antecedentes de hipertension arterial o de diabetes mellitus.

2.- Analizar el comportamiento de ambos marcadores de funcién renal en un
amplio grupo de pacientes diabéticos agrupados segiin el estadio en que se encuentra la
nefropatia, siguiendo la clasificacién de Mogensen.

3.- Correlacionar ambos pardmetros con otros marcadores de funcién renal,
como son los niveles séricos de urea, icido trico y creatinina, ademés de la creatinina
urinaria, aclaramiento de creatinina y albuminuria.
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4.- Averiguar si existe relacion entre el grado de control de la diabetes, mediante

la determinacion de hemoglobina glicosilada y la actividad urinaria de la B-glucuronidasa
0 la excrecién de GAG por la orina.

5.- Correlacionar entre si los resultados obtenidos de B-glucuronidasa y GAG en

los diferentes grupos de pacientes diabéticos.

BIBLIOGRAFIA.

L.

Knowles HCJr. Magnitude of the renal failure problem in diabetic patiens. Kidney.
Int 1974; 6: 2-7.

. Paterson AD, Peacock I, Morgan AG et al. Causes of death in diabetic clinic

population. Lancet. 1987; 1: 1313-1316.

. Viberti GC, Yip-Messent J, Morocutti A, Diabetic nephropathy. Future avenue.

Diabetes Care. 1992. 15.1216-25.

. Borch-Johnsen K, Nissen H, Henriksen E et al. The natural history of insulin-

dependent diabetes mellitus in Denmark. 1. Long term survival with and without late
diabetic complications. Diabetic Med. 1987; 4: 201-207.

. Mogensen CE, Christiensen CK, Vittinghus E, et al. The stages in diabetic renal

disease. With emphasis on the stage of incipient diabetic nephropathy. Diabetes.
1983; 32 (suppl. 2): 64-78.

. Myers BD, Winetx JA, Chui F et al. Mechanism of proteinuria in diabetic

nephropathy: A study of glomerular barrier function. Kidney Int. 1982; 21: 633-639.

. Baggio B, Briani G, Cicerello E, Gambaro G, Bruttomesso D, Tiengo A,

Borsatti A, Crepaldo G. Urinary glycosaminoglycans, sialic acid and lysosomal
enzymes increase in nonalbuminuric diabetic patients. Nephron. 1986; 43: 187-190.

. Pérez-Blanco FJ, Moreno Terribas G, Cantero Hinojosa J, Rodriguez Cuartero

A. Urinary excretion of glycosaminoglycans in patients with early diabetic
nefhropathy. Nephron 1996; 73: 344-345.

. Waters PJ, Flynn MD, Corrall RJM, Pennock CA. Increases in plasma lysosomal

enzymes in type 1 (insulin-dependent) diabetes mellitus: relationship to diabetic
complications and glycaemic control. Diabetologia 1992; 35: 991-995.

10. Gambaro C, Venturine AP, Noonan DM, et al. Treatment with a

glycosaminoglycans formulation amelicrates experimental diabetic nephropathy.
Kidney Int. 1994; 46: 797-806.




MATERIAL




I) GRUPO DE ESTUDIO.

Nuestro grupo comprende un total de 194 personas distribuidas de la siguiente
forma:

A) GRUPO CONTROL.

Constituido por 64 sujetos sanos, escogidos entre acompafiantes de enfermos
hospitalizados, estudiantes de la Facultad de Medicina, médicos del Hospital Universitario
San Cecilio de Granada y algunos de sus familiares.

La edad oscil6 entre 31 y 85 afios, 36 eran hombres y 28 mujeres.

En ninguno de ellos habia antecedentes de diabetes mellitus y no estaban tomando
ningun tipo de medicacién o tomaban alguna dieta especial.

A todos ellos se les comunicé el estudio al que iban a ser sometidos, aceptandolo.

B) GRUPC DE DIABETES MELLITUS

Formado por 130 pacientes diagnosticados de diabetes melitus. Procedian de las
consultas externas de Medicina Interna del Hospital Clinico San Cecilio de Granada y del
Hospital de Motril.

Tras su inclusién en el estudio fueron distribuidos segun el grado de nefropatia,
atendiendo a los criterios de MOGENSEN'.

a) Estadio I-1I:

Lo componian 55 pacientes, es decir el 42,3% de los enfermos diabéticos, cuyas
edades oscilaron entre 12 y 84 afios, de los cuales 27 eran hombres y 28 mujeres.

b) Estadio III:

Constituido por 43 pacientes, el 33,8% de los diabéticos, y sus edades estaban
comprendidas entre 29 y 88 afios, siendo 21 hombres y 22 mujeres.

c) Estadio IV:
Estaba formado por 32 enfermos, el 24,6% de los pacientes que eran diabéticos,

con unas edades que oscilaron entre 42 y 80 afios, de los que 17 eran hombres y 15
mujeres.




TABLA V
ESTADIOS DE LA NEFROPATIA DIABETICA (MOGENSEN)!

ESTADIO 1
HIPERFUNCION-HIPERTROFIA INICIAL.
- Hipertrofia e hiperfiltracién glomerular.
- Excrecion normal de albiimina,
ESTADIO 11
LESIONES GLOMERULARES ASINTOMATICAS.
- Engrosamiento de la membrana basal y engrosamiento del mesangio,
- Excrecién normal del albtimina.
ESTADIO 111
NEFROPATIA INCIPIENTE.
- Excrecion aumentaca de albiimina (microalbuminuria)
- Elevacion de la presion arterial.
ESTADIO IV
NEFROPATIA ESTABLECIDA.
- Proteinuria > 0,5 gr/24 horas.
- Hipertension arterial.
- Disminucién de la filtracién glomerular.
ESTADIO V
INSUFICIENCIA RENAL TERMINAL
- Estado urémico.
- Filtracion glomerular inferior a 10 ml/min.

II) PROTOCOLO

Tras el diagnéstico de diabetes mellitus, se rellené un protocolo encaminado a
determinar aspectos que podrian tener interés en la evaluacién de los resultados. (ANEXO
I).

A) TIPO DE DIABETES.

En la anamnesis se resefiaba el tipo de diabetes que padecia el enfermo, el tiempo
que llevaba, desde que fue diagnosticado y el tratamiento que seguia: insulina y tipo de
insulina, antidiabéticos orales, dieta, etc.

B) TRATAMIENTO ANTIHIPERTENSIVO Y OTROS.
Muchos pacientes diabéticos con nefropatia presentan hipertension arterial, por lo

que es importante indicar el firmaco antihipertensivo que estaba tomando y la dosis que
seguia.
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Se descartaron aquellos pacientes que seguian tratamiento con inhibidores del
enzima convertidor de la angiotensina por el efecto que estos tienen sobre la excrecion
renal de albimina y de enzimas.

Igualmente y por la repercusién que podrian tener sobre la excrecién urinaria de
GAG, se anoté, cualquier otro firmaco que tomaron en el momento del estudio, con
especial atencion a los aminoglucésidos, antiinflamatorios no esteroideos, ciclosporina o
terapia hormonal sustitutiva. Descartamos a dichos pacientes del estudio.

C) ENFERMEDADES CONCOMITANTES.

Se excluyeron todos los pacientes que tenian hipertension arterial, que no fueran
diabéticos. Asf mismo se descartaron los que padecian nefropatias parenquimatosas,
sindrome nefrético o pielonefritis. También se rechazaron los que tenian infeccién urinaria.

D) CONTROL BIOQUIMICO BASICO.

Encaminado fundamentalmente a evaluar la funcién renal. Se anotaron en el
protocolo las siguientes determinaciones:

Sangre: glucosa, creatinina, urea, 4cido tirico, hemoglobina glicosilada.

Orina: sedimento, microalbuminuria y creatinina.

E) DETERMINACIONES ESPECIALES.

Se envié una muestra de orina de 24 horas al “Centro de Investigaciones Médicas
Mora Lara” donde se determin6 B-glucuronidasa y glucosaminoglicanos.

BIBLIOGRAFIA
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ANEXO 1
PROTOCOLO CLINICO

Nombre : Edad :
Historia Clinica :

A) TIPO DE DIABETES:

e DMtipol Tiempo evolucion: Insulina :
e DM tipo Il Tiempo evolucion: Antidiabéticos orales:

B) TRATAMIENTO ANTIHIPERTENSIVO Y OTROS:

o Antihipertensivos: Tipo : Dosis :
e Otros farmacos : Tipo : Dosis :

C) ENFERMEDADES CONCOMITANTES :

D) CONTROL BIOQUIMICO BASICO:

o Sangre: Glucosa: Urea :
HbAC : A. Urico :

e Orina: Sedimento : Microalbuminuria :

Creatinina :

E) DETERMINACIONES ESPECIALES:
e Orina: B-glucuronidasa:
GAG:




METODO




1. - DETERMINACIONES GENERALES DE
LABORATORIO.

Una vez obtenido el consentimiento del paciente, se le indica la forma adecuada de
recoger la orina de 24 h., rechazando la primera miccion del dia de inicio de la recogida y
conservando en un frasco de 2 litros facilitado, todas las orinas realizadas hasta el dia
siguiente a la misma hora, incluyendo la primera miccién matutina. La orina era conservada
en frigorifico hasta su recogida en el hospital.

Durante ese dia se le recomienda una actividad fisica normal y se abstuviesen de
tomar algiin firmaco no indicado para el control de su hipertension o su diabetes.

En la mafiana de terminar Ia recogida de orina, se realizaba la extraccion de sangre
para el control analitico indicado.

La muestra de sangre y una muestra de la orina de 24 h. eran enviadas para su
anlisis al laboratorio de nuestro hospital.

El aspecto clave para diagnosticar una nefropatia diabética es detectar el deterioro
de la funci6n renal. Existen diversas formas de evaluar la funcion renal, algunas sofisticadas
como el aclaramiento de radionucledtidos, pero en la practica clinica estén universalizadas
la creatinina sérica y aclaramiento de creatinina. Adem4s se estudian la creatinina en orina,
la urea y 4cido vrico séricos.

Creatinina sérica.

Es el marcador de funcién renal mas extendido aunque la interpretacion de este
pardmetro, a veces es complejo. La creatinina es un metabolito del catabolismo muscular y
sus niveles plasméaticos, dependen de la masa muscular normal y en menor medida de la
ingesta proteica (por este motivo puede variar levemente en relacion al sexo, peso corporal
y edad del sujeto).

Aclaramiento de creatinina.

Offece una buena estimacién de la funcion renal, aunque en realidad su rentabilidad
se debe al hecho de que la creatinina que se excreta por el tibulo (cuando deberia sélo
filtrarse) se compensa por un exceso en la determinacion de creatinina sérica.

La relacion entre estos dos pardmetros sigue una curva exponencial, esto quiere
decir que a valores préximos al rango normal de creatinina, pequeiias variaciones del valor,
suponen grandes variaciones en la tasa de filtrado glomerular. Mientras que con valores
reducidos de la funcién renal, grandes cambios de creatinina implican pequefias variaciones
del filtrado glomerular.

Para complicar mis la interpretacion de la creatinina, el porcentaje de creatinina
excretado por el tibulo aumenta cuando disminuye el flujo de filtrado glomérular.

En definitiva la creatinina sérica debe de interpretarse con cautela, y se recomienda
la aplicacién de formulas correctoras como la de Jelliffe’ expresandose sus resultados en
ml/min/ 1'73 m’.

Aclaramiento de creatinina = [ 92- 16 (edad-20)/20 ] / creatinina sérica.
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METODO

Posteriormente y para atenernos a las normas internacionales (unidades SI), hemos
multiplicado el resultado por el factor de conversién 0'01667, para expresarlo en ml/seg.

Una muestra de orina fue remitida inmediatamente al Laboratorio de
Investigaciones Médicas "Mora Lara" para la determinacién de la microalbuminuria, B-
glucuronidasa y GAG ( glucosaminoglicanos) donde se analizaron el dia de la recepcién.

2. - DETERMINACIONES ESPECIALES

A) MICROALBUMINURIA

Se cuantificé la albuminuria en la muestra de orina de 24 h mediante
INMUNONEFELOMETR{A, método rdpido que presenta una sensibilidad y
reproductividad comparable al radioinmunoandlsis’ .

Esta técnica se basa en la capacidad inmunorreactiva de la albumina es decir, al
acoplamiento de la molécula de albiimina a un anticuerpo especifico, y cuantificacion de los
inmunocomplejos formados. No muestra interferencias con otros componentes habituales
de la orina y permite la conservacion a 4° C durante siete dias o la congelacién de la orina a
-70°C. con resultados semejantes a los de la orina recién emitida.

Este método mide la luz dispersa producida durante la reaccién entre el antigeno
(albiimina contenida en 'a orina) y el anticuerpo (anti Lab, laboratorios Beckman). Fue
cuantificada por un nefelémetro ICS auto-Beckman. Para ello se diluy6 la orina a 1/36
expresando la albiminuria en mg/l. Posteriormente se convirtié a mg/g de creatinina’,
considerando valores normales los menores de 30 mg/g de creatinina.

B) BETAGLUCURONIDASA

1. - Fundamenio.

Hemos utilizado la técnica de GOLDBARG Y cols * basada en la hidrélisis
enzimitica de un substrato, 6-bromo-2naftol-beta-delta-glucopirunésido, que a
determinado pH y temperatura, libera 6-bromo-2-naftol, éste reacciona con ortodianisidina
tetrazotizada, produciendose un derivado azotado coloreado, que se extrae con
clororformo y se compara con un patrén de 6-bromo-2-naftol; se obtienen asi,
microgramos de naftol liberados en el proceso enzimético y en las condiciones propias del
método.

2. - Reactivos:

A. Puffer acetato a pH 4,5.

Acido acético glacial: 2,4 cc.

Acetato sédico con 3 moléculas de H,O: 3,5384 g.

Agua destilada: hasta 100 cc.
B. Substrato. 25 mg de 6-bromo-2-naftol-beta-delta glucupirunésido en 50 cc del puffer
anterior. Su duracién a temperatura ambiente oscila entre 2-3 meses.
C. Ortodianisidina tetrazotizada: se hace una dilucién con agua destilada enfriada a 0-8 g C,
en la proporciéon de 1 cc de agua por cada mg de ortodianisidina tetrazotizada. Esta
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dilucion debe prepararse diariamente.

D. Acido tricloro-acético al 80%.

E. Cloroformo.

F. Fosfato trisodico 0,3 molar: pesar: 11,4036 g (con 12 moléculas de agua) y llevar a 100
cc con agua destilada.

Solucion patron: solucién de 100 pg/cc de 6-bromo-2-naftol.

METODICA DE RECOGIDA Y DE MANEJO DE LAS MUESTRAS DE ORINA.

A todos los sujetos estudiados se les explicaba, personalmente, la metbdica de
recogida de la muestra de orina de la siguiente forma: a las ocho de la mafiana del dia
indicado evacuar en el servicio la vejiga, a partir de entonces, comenzar la recogida de la
muestra de 24 horas para lo cual le proporcionamos un recipiente de plistico (volumen de 2
litros) en donde durante dicho periodo de tiempo depositaran la orina hasta las 8 de la
maiiana del dia siguiente, que orinaran por ultima vez.

La recogida de orina tiene indudablemente mayores dificultades, especialmente en
sujetos controles o enfermos no ingresados ya que interfiere en las labores habituales
(trabajo, estudio,etc), en éste ultimo caso la recogida de orina se realiza aprovechando los
fines de semana y festivos. La recogida de orina de 24 horas a pesar de los inconvenientes
técnicos tiene indudables ventajas, tales como:

- Evalia la actividad enzimitica en un ciclo biolégico de un dia en el que

intervienen factores derivados de la ingesta, cambios posturales, estrés, etc.
Evita las posibles influencias que pueda ejercer el ritmo circadiano. En ninguna
muestra de orina se utilizé ninguna substancia estabilizante o conservante.

Una vez recogida la orina, es medida en una copa graduada, anotando en el
protocolo la diuresis total y las caracteristicas macroscopicas (coluria, hematuria, etc). De
la diuresis total se toman tres muestras que se colocan en otras tantas bolsas de didlisis
(bolsas de celofiin), las cuales son sometidas a didlisis frente a agua corriente durante 24
horas, quedando ya la orina en condiciones de practicar la determinacion enzimética. Tras
la préctica de la dialisis se mide la cantidad de orina (suele ser superior a la que colocamos
previamente a la didlisis) y tomamos 1 ml con el que haremos la determinacion enzimatica.
Para expresar la actividad ¢nzimética habrd que multiplicar por el factor de dilucién de
orina (ficil de calcular segin una regla de tres: por ej: si pusimos 10 ml de orina y tras la
didlisis hay dos el factor sera 1,2).

C) GLUCOSAMINOGLICANOS.

La determinacion cuantitativa de GAG en orina se basa en la medicién de los restos
de 4cido hexourdnico, el cual se encuentra presente de una u otra manera en todos los
GAG. El 4cido hexourénico se puede determinar directamente por simple dializacién® o
tras su pririficacion después de multiples pasos como su fraccionamiento en columna de
celulosa o acetato de bario® , precipitacién con CPC’ o aminoacridina® .

Nosotros hemos utilizado el métode colorimétrico con CPC descrito por
PENNOCK’".
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1. - Coleccion y preparacion de ia musstra.

Es aconsejable desechar la orina de la primera hora de la maflana y aquella
procedente de pacientes que presenten infeccién urinaria Se recomienda recoger una
muestra de orina entre las 9:00 h y las 18:00 h del dia, o bien orina de 24 h. No usamos
ningun conservante para la orina y si la determinacién no se va a realizar de inmediato se
puede congelar la muestra.

Cuando la densidad de la orina es superior a 1020, hay que diluirla con agua
destilada, midiendo la cantidad afiadida para la posterior correccién de la dilucién.

2. - Principio.

A un pH concreto y a una concentraciéon de CPC determinada, los GAG se
transforman en un precipitado insoluble. En presencia de buffer citrato a pH de 4'8 este
precipitado se estabiliza y se dispersa lo suficiente para poder medir su absorbancia a 546
nm en un espectrofotémetro.

3. - Reactivos.

A.- Buffer de citrato a pH 4'8 (0’1 M).

Disolver 1'936 gramos de 4cido citrico y 3'176 gramos de citrato trisédico en 200
ml de agua destilada. Ajustar el pH a 4'8 utilizando un Phmetro. Si la soluci6n tiene un pH
mayor de 4'8 se afiade 4cido citrico y si el pH es menor se afiade citrato.

B.- Reactivo CPC.
Disolver 100 mg de Cetil-Piridinilo-Clorure (CPC) en 100 ml de buffer de citrato
(reactivo anterior). Almacenado a temperatura estable permanece activo durante un afio.

C.- Metd6dica.

Se centrifuga la muestra y utilizamos para el test el sobrenadante. Tanto la muestra
de orina como los reactivos deben de estar a temperatura entre los 20°C y los 25°C. Es
muy importante que la solucion de CPC se encuentre a esta temperatura, ya que a
temperatura mas baja falsea de forma importante los resultados. A continuacion se realizan
los siguientes pasos:

1.- Mezclar 1 ml de la muestra de orina con 1 ml del buffer de citrato (BM).

2.- Mezclar 1 ml de muestra de orina con ! ml de reactivo CPC (M).

3.- Mezclar 1 ml de solucion patrén con 1 ml de reactivo CPC (P).

BM M P
Muestra de orina 1 ml 1 ml --
Buffer de Citrato 1 ml ki =
Reactivo CPC - 1 ml 1 ml
Solucién patrén - - Iml

Se mantienen estas soluciones durante 30 minutos a temperatura constante y a
continuacion se colorimetran a onda de 546 nm
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D.- Cilculos.

La cuantificacion de la concentracion de GAG se obtiene mediante la siguiente
férmula:

Condentracién de Concentracion
GAGenunidades D.O. de-D.O. de BM Sol. Patron
CPLA =

D.O.deP 10

Normaimente la concentracion de Ia solucién patrén es de 50 mg/l. de Condroitin
sulfato. Una unidad de CPC equivale a la absorbancia de una solucién que contiene 10 mg
de Condroitin sulfato por litro.

El resultado se expresa en unidades por giamo de creatinina, por lo que el cociente
obtenido de la formula anterior se divide por la concentracién de creatinina urinaria
expresada en micromoles / dl.

3. - ANALISIS ESTADISTICO

El método estadistico puede dividirse en tres apartados:

1. - Andlisis de las diferencias entre grupos variable a variable

* Variables cuantitativas:

Para ello, comprobamos la normalidad de las variables cuantitativas con el test de
KOLGOMOROV-SMIRNOFF.

1. - Cuando se ajustaban a la “normalidad”, se realiz6 el test de comparacion de
medias (t de STUDENT o de WELCH) o anélisis de la varianza para una via (ANOVA 1)
segun el nimero de grupos considerados.

En el caso de que ANOVA 1 fuera significativa se efectuardn comparaciones por
parejas, mediante el procedimiento de NEWMAN-KEULS con penalizacion de
BONFERRONI.

2. - Cuando las variables no se ajustaban a la normalidad, se emplearon los test no
paramétricos (MANN-WHITNEY o KRUSKALL-WALLIS).

* Variables cualitativas:

En el caso de las variables cualitativas se utilizé el estadistico CHI’ cuando se
cumplian las condiciones de validez del mismo.

En tablas 2x2, se utiliz6 el test exacto de FISHER.

Durante todo el estudio, se acepté que habia significacion estadistica cuando p era
menor de 0,05.




2. - Influencia de varios factores en las d:ferentes variables cualitativas

Para estudiar como influian las diferentes variables cualitativas en los indices
numéricos de la creatinina urinaria y sérica, 4cido trico y urea sérica, microalbuminuria y
hemoglobina glicosilada, betaglucuronidasa urinaria y GAG urinarios, se realizé un analisis
de la varianza para una via para comparar las medias de dichas variables en las diferentes
categorias que tomaba cada factor. Como antes se coment6, cuando ANOVA dio
significativo, se efectuaron comparaciones por grupos mediante test de NEWMAN-
KEULS con penalizacion de BONFERRONI. Cuando las variables no se ajustaban a la
normalidad el estudio comparativo se realizo con test no paramétricos (KRUSKALL-
WALLIS).

3. - Anilisis de correlacion entre variables
Se hizo un estudio de correlacién entre las diferentes variables cuantitativas a partir

de los coeficientes de PEARSON (o SPEARMAN) declaréndolos significativos para un
valor absoluto de 0,35.

4. - METODO BIBLIOGRAFICO

El método utilizado para la obtencién del material bibliografico se ha apoyado en
los siguientes sistemas de biisqueda:

1. - Bisqueda directa cn repertorio

a) Internacionales:
o Index Médicus
¢ Excerpta Médica
¢ Bulletin Signaleptique

b) Nacionales:
e Indice Médico Espaiol

2. -Bases de datos
* Internacional.

A partir del afio 1984, realizamos una bisqueda informética a través del Servicio
Medline en CD-Rom. i1 izando las palabras claves: “Micioalbuminuria”, “Glucuronidase”
y “Glycosaminoglycan™ cruzadas con “Hypertension” y “Dixbetes” .

* Indice Médico Espafiol (CSIF)

Recoge toda la bibliografia publicada en Espaiiol desde el afio 1975.
Usamos las palabras claves:  “Microalbuminuria”, “Betaglucuronidasa” y
“glucosaminoglicanos” cruzadas con “Hipertensién” y “diabeies”.
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Una vez conseguidos los abstracts, procuramos acceder a las publicaciones mds
interesantes en la Hemeroteca de la Facultad de Medicina de Granada, Hemeroteca de la
Ciudad Sanitaria Virgen de las Nieves de Granada, asi como de otros centros concertados
con la Hemeroteca de la Facultad de Medicina de Granada.

Las citas bibliogréficas se exponen por orden de aparicion ¢n el texto y de acuerdo
con las normativas establecidas por el Comité Internacional de Revistas Médicas' ;

5.- METODO DE REDACCION Y ESTILO.

Para la terminologia habitual se han seguido las normas de los Diccionarios de la
Real Academia de la Lengua'?, el de Maria Moliner"” y el de Doyma Masson'*, para el uso
adecuado del espafiol.

Para la terminologia médica utilizamos el Diccionario Mosby de la Salud'’, el
Diccionario Terminolégico Roche'® y el Diccionario de la Editorial Masson'”.

En la estructuracion del Trabajo de Investigacion y Tesis Doctoral seguimos las
normativas recomendadas por SIERRA', SERNA'>, HERNANDEZ VAQUERO” y
GARCIA ROMAN?! para lo que seguimos normas uniformes adoptadas por las Revistas
Meédicas™ y las actuales del Sistema SI*.

6- SISTEMA DE UNIDADES DE MEDIDA.

Los avances en la biologia electromecanica han determinado la introduccion de
nuevas unidades de medida.

En 1971 se crea el sistema internacional de medidas "SI" cuyas unidades bésicas son
siete: metro, kilogramo, segundo. ampére, kelvin, candela y mol.

Este sistema es muy flexible al emplear prefijos para formar multiplos o divisores de
sus unidades.

Se establecio en las revistas internacionales de renombre a partir de 1980 y se
recomendd a partir de entonces por el Comité Internacional de Editores de Revistas
Biomédicas™ .

Si tenemos en cuenta que nuestros aparatos de medida y los métodos habituales de
laboratorio siguen d4ndonos los resultados en las antiguas unidades, aplicamos un factor de
correccién, en cada unidad, ya previamente establecido™.

A continuacién y en la Tabla VI exponemos los factores de conversion en unidades
SI de los parametros que hemos utilizado:




TABLA VI

LIMITES DE REFERENCIA Y CONVERSION EN UNIDADES “SI”.

Constituyente

Espécimen

Limites de | Factor

referencia

conversion

Unidades
SI

Creatinina

Orina

1,0-19g/24h 8,8

nmol/d]

Creatinina

Suero

0,6-12mg/dl

88,4

umol /1

Aclaramiento de

creatinina

Suero / Orina

75-125 ml / min

0,01667

ml / seg

Urea

Suero

8-18mg/dl

0,357

mmol / |

Acido tirico

2,0-7,0mg/dl

59,48

umol /1
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I) CASUISTICA

Los grupos de estudio se han distribuido en controles sanos y pacientes

diabéticos, divididos segiin el Estadio en el que se encontraba la nefropatia.

En las tablas VII a IX se muestran todos los datos recogidos en los sujetos sanos

tomados como controles normales.

En las tablas X a XII se recogen los datos obtenidos en los pacientes con

nefropatia diabética en Estadios I y 11, de la clasificacién de Mogensen.

Asi mismo en las tablas XIII y XIV se presentan los resultados de los enfermos

con nefropatia en Estadio III.

Por ltimo en las tablas XV y XVI recogemos los datos del estudio de los

pacientes diabéticos en Estadio IV.




SUJETOS CONTROLES SANOS

TABLA Vii

UREA
SERICA
(mmol / 1)

CREATININA
SERICA
(umoi /1)

| SERICO

ACIDO URICO

{umol / 1)

2,28

91,05

225,42

3,35

78,67

202,20

4,21

102,54

373,53

2,2

96,35

223,05

106,08

311,67

91,93

293,23

91,93

257,54

113,15

331,80

68,95

186,76

76,02

287,28

102,54

406,24

98,20

314,056

243,27

299,00

244,15

238,64

208,55

ke € WL

wr G

<

:I:IEIIIZEIZEIZIISZEI

g " 2 O - ORI S U o L e e
vt e I iy F i S G S

¥

NEFOG @ e ® & @i

T i e A e S
5 o S




TABLA VIl (CONTINUACION)
SUJETOS CONTROLES SANOS

CREATININA | ACLARAMIENTO |MICRO GAG B-GLUCURO
URINARIA | CREATININA ALBUMINURIA |(uig NIDASA.
(mmol /dl) | (ml/seg). (mg /g creatinina) | creatinina) | (Uimg creatinina)

8,27 2,85 1,94 159 6,39

5,45 2,98 11,59 12,7 8,96

2,66 6,03 7,0 7,95

3,34 3,04 15,42

1,77 8,04 ' 28,39

1,43 7,78

39,42

28,65

39,65

17,42

14,28

25,30

14,70

30,90




TABLA Vil -
SUJETOS CONTROLES SANOS

UREA
SERICA
{mmol /)

CREATININA
SERICA
(pmol /1)

ACIDO URICO
SERICO
{(umol / 1)

8,36

227,21

4,39

125,52

346,76

4,80

83,09

264,01

105,19

357,47

4,26

97,24

176,06

132,60

360,44

69,83

162,97

110,50

341,41

129,06

160,30

93,70

393,75

91,05

204,48

83,09

129,94

211,00

79,56

an,n

108,90

337,25

91,93

215,91

76,02

322,38

88,40
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TABLA VIl (continuAcION)

SUJETOS CONTROLES SANOS

CREATININA
URINARIA
(mmol / dl)

ACLARAMIENTO
CREATININA

(ml / seg).

MICRO
ALBUMINURIA
(mg /g creatinina)

GAG
(g
creatinina)

B-GLUCURO
NIDASA.
(U/mg creatinina)

4,57

11,32

7,80

39,65

3,09

3,35

8,50

12,62

8,18

2,61

3,69

27,80

8,96

6,86

6,90

11,39

9,70

18,39

7,04

2,83

5,50

39,16

1,07

4,00

26,14

2,81

34,12

4,62

29,16

4,48

32,45

1,40

30,40
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TABLA IX
SUJETOS CONTROLES SANOS

EDAD SEXO UREA CREATININA ACIDO URICO
SERICA SERICA SERICO
(afios) (mmol / 1) {umol / ) (pmol / 1)

70 4,68 89,28 262,30

63 2,20 96,35 274,20

81 6,90 129, 90 112,12

4,57 61,88 350,90

5,92 62,76 207,58

X |2 |x

6,25 104,31 312,86

3,20 84,86 333,68

3,49 97,24 315,83

91,05 308,10

88,40 234,94

106,08 297,99

73,37 242,08

112,26 299,77

67,18

90,16

£ T | T | |T | | T | |X

101,66

o

76,90

79,56
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TABLA [X (CONTINUACION)

SUJETOS CONTROLES SANOS

CREATININA | ACLARAMIENTO | MICRO GAG B-GLUCURO
URINARIA CREATININA ALBUMINURIA | (U/g NIDASA.
{mmol / di) (mi / seg). (mg /g creatinina) | creatinina) | (U/mg creatinina)

12,49 3,01 2,88 13,60 30,16

8,62 2,40 1,13 13,00 24,19

5,10 2,52 55,67 15,80 20,80

5,80 4,78 5,22 5,70 21,82

5,89 2,82 18,30 32,78

10,03 1,75 16,9C 30,40

3,52 2,85 22,20 28,17

13,37 26,40 7,96

5,36
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TABLA X

NEFROPATIA ESTADIO k-l

UREA
SERICA
(mmol / )

CREATININA
SERICA
(umol /1)

ACIDO URICO
SERICO
mol / 1)

2,81

108,73

m,35

3,25

97,24

286,38

2,67

65,84

239,54

2,90

93,16

382,54

59,84

301,42

120,42

128,39

86,60

149,72

281,70

290,75

174,65

129,39

398,40

435,65

192,70

275,20

286,75

240,64

308,41

239,52
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TABLA X (CONTINUACION)
NEFROPATIA ESTADIO I-ll

CREATININA | ACLARAMIENTO |MICRO GAG B-GLUCURO
URINARIA CREATININA ALBUMINURIA {Ulg NIDASA.
(mmol / dl) (ml / seg). (mg /g creatinina) | creatinina) | (U/mg creatinina)

8,62 2,18 42,25 17,90 28,17

4,95 2,92 39,68 21,711 29,72

15,72 3,17 71,42 24,74 20,40

12,74 1,14 20,30 20,18 39,67

14,19 1,92 11,14 21,10 14,16

9,75 1,39 30,28 28,74 7,28

8,67 _ 2,28 18,15 39,56 59,78

9,39 14,30 7,61 6,25

6,40 18,26 4,90 19,30

31,42 42,71

6,28 18,17

26,30

14,15

31,62

9,87

16,20

15,42

8,16

26,26
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TABLA XI

NEFROPATIA ESTADIO K-l

UREA CREATININA ACIDO URICO
SERICA SERICA SERICO
(mmol /1) {umol / 1) {umol / 1)

2,38 120,20 320,40

3,96 114,17 265,28

4,18 181,42 242,30

5,18 128,17 290,62

3,10 67,91 309,71

4,16 88,42 108,65

3,91 70,90 198,42

4,82 134,21 208,82

3,68 67,20 296,75

= x o e 3 = = x = =

4,29 59,48 307,17

o o

5,62 70,26 418,15

4,18 68,60 165,82

3,39 139,75 190,90

4,28 49,18 249,65

3,79 116,90 217,15

100,16 292,75

90,42 285,19

2 B T |2 |I= |2 |

117,85 290,70




TABLA Xl (CONTINUACION)
NEFROPATIA ESTADIO I-li

CREATININA
URINARIA
(mmol / dl)

ACLARAMIENTO
CREATININA

(m1 / seg).

MICRO
ALBUMINURIA
(mg /g creatinina)

GAG
(Uig
creatinina)

B-GLUCURO
NIDASA.
(U/mg creatinina)

6,74

7,25

5,36

8,97

8,25

2,98

9,90

4,28

39,48

4,30

2,50

13,24

19,12

51,28

2,61

14,18

25,84

40,28

12,39

6,20

17,39

36,25

8,74

26,82

30,20

6,29

38,35

24,72

9,72

44,92

20,40

8,25

29,40

26,54

6,42

4217

92,70

11,28

38,61

80,26

7,25

26,20

20,89

9,16

19,70

16,28

7,90

8,35

15,25

7,82

9,15

28,70

8,95

16,18

34,62

12,14

9,80

29,25

10,71

26,72

19,16




TABLA Xll

NEFROPATIA ESTADIO i

UREA CREATININA ACIDO URICO
SERICA SERICA SERICO
(mmol i ) (umol / 1) {umol / 1)

2,36 89,42 215,64

1,38 65,38 248,15

74,20 319,14

91,40 318,10

62,31 400,12

70,90 128,64

66,25 134,62

70,28 174,28

64,75 181,40

139,80 139,68

120,50 167,92

111,17 328,65

142,15 290,81

100,00 309,07

62,15 239,70

79,12 428,65

70,90 174,65

68,74 190,82
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TABLA Xl (CONTINUACION)
NEFROPATIA ESTADIO I-ll

CREATININA
URINARIA
(mmol | di)

ACLARAMIENTO
CREATININA

(ml / seg).

MICRO
ALBUMINURIA
(mg /g creatinina)

GAG
(Uig
creatinina)

B-GLUCURO
NIDASA.
(U/img creatinina)

9,70

2,31

6,42

14,16

14,18

8,62

2,20

7,91

12,14

29,14

549

1,39

8,90

37,90

20,00

4,60

0,82

39,72

49,62

0,94

46,50

64,70

30,18

71,26

65,82

70,40

41,70

29,65

30,24

39,64

18,17

48,16

29,15

29,01

18,72

10,28

14,18

25,14

29,17

39,09

20,18

48.38

24,62

52,26

20,40

50,20

21,18

41,42
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TABLA Xl

NEFROPATIA ESTADIO Ili

UREA
SERICA
(mmol /)

CREATININA
SERICA
{umoi/l)

ACIDO URICO
SERICO
(pmol / 1)

7,90

126,80

417,35

6,85

139,17

291,84

7,25

145,70

290,70

6,30

96,35

138,65

4,25

82,71

239,62

7,28

70,40

318,17

9,74

94,74

310,90

4,32

101,72

382,71

5,98

82,95

295,17

6,39

134,62

469,74

4,28

128,65

215,18

6,39

161,39

239,74

7,82

115,18

268,14

5,61

96,18

209,70

5,28

90,40

107,25

6,39

72,85

134,28

4,70

111,15

196,75

6,81

109,18

180,60

7,39

141,78

315,80

4,60

140,20

328,79

110,18

180,25

139
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TABLA Xl (cONTINUACION)

NEFROPATIA ESTADIO Il

CREATININA
URINARIA
(mmol / dl)

ACLARAMIENTO
CREATININA

(ml / seg).

MICRO
ALBUMINURIA
(mg /g creatinina)

GAG
(Uig
creatinina)

B-GLUCURO
NIDASA.
(U/mg creatinina)

7,72

1,19

40,98

47,29

54,17

8,25

1.90

59,65

32,75

96,18

5,39

74,28

34,98

28,14

6,28

130,20

49,26

29,70

5,48

166,25

48,72

104,60

96,70

14,31

80,25

198,17

71,25

29,74

85.89

17,64

42,25

214,10

97,18

90,92

294,70

61,00

85,46

218,19

70,28

73,60

90,90

21,90

48,74

79,82

29,19

96,25

30,22

49,82

74,25

70,25

40,22

49,70

68,30

14,17

29,14

78,26

36,42

19,74

20,64




TABLA XIV
NEFROPATIA ESTADIO Il

UREA CREATININA ACIDO URICO
SERICA SERICA SERICO
{mmol / 1) (umol / 1) {umol / 1)

4,79 90,81 140,20

6,80 69,74 199,80

7,39 89,75 217,15

8,45 78,19 215,80

139,40 328,17

118,19 290,70

140,18 380,25

109,35 182,76

104,82 190,70

100,30 218,10

141,72 402,16

112,60 128,15

142,75 432,17

114,12 318,15

127,18 324,19

98,90 286,14

110,75 318,25

90,76 209,82

b e o & oum o

64,85 207,90

70,28 180,60

65,79 215,90

90,80 186,38
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TABLA XIV (CONTINUACION)
NEFROPATIA ESTADIO Il

CREATININA
URINARIA
{mmol / dl)

ACLARAMIENTO
CREATININA

{mi/ seg).

MICRO
ALBUMINURIA
(mg /g creatinina)

GAG

(Uig
creatinina)

B-GLUCURO
NIDASA.
(U/mg creatinina)

3,74

217

197,10

16,98

20,50

2,90

1,90

198,17

29,80

34,16

8,65

298,70

79,82

142,65

15,25

236,40

60,28

130,20

14,72

264,62

66,25

88,60

2,91

110,17

27,24

24,32

7,81

140,18

38,92

29,65

4,93

129,15

40,11

40,64

7,79

128,16

21,72

39,70

4,20

141,70

20,40

42,25

5,32

130,60

29,35

40,20

6,39

186,40

74,21

28,76

9,18

194,17

47,19

72,25

6,74

100,26

50,15

28,15

7,28

180,42

46,21

29,18

9,42

218,71

70,90

99,15

8,25

211,15

68,29

104,70

7,95

186,42

70,10

90,00

190,70

26,90

6,40

101,79

78,70

20,40

54,96

32,41

26,35

192




TABLA XV

NEFROPATIA ESTADIO IV

UREA CREATININA ACIDO URICO
SERICA SERICA SERICO
(mmol / 1) {(umol / 1) {umol / I)

9,86 139,16 216,15

12,35 142,10 198,14

16,25 139,86 190,70

12,42 194,18 189,75

11,17 290,40 490,64

14,16 191,17 525,39

9,60 98,74 216,15

8,75 140,15 290,70

6,92 110,22 216,28

4,85 134,36 215,13

14,19 216,35 526,34

16,32 296,02 439,18

7,20 69,78 191,42

89,64 182,70

73,14 190,90

60,80 182,10

184,16 418,16

A v 9 G
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TABLA XV (CONTINUACION)

NEFROPATIA ESTADIO IV

CREATININA
URINARIA
{mmol / di)

ACLARAMIENTO
CREATININA

(ml / seg).

MICRO
ALBUMINURIA
(mg /g creatinina)

GAG
(U'g
creatinina)

B-GLUCURO
NIDASA.
{U/mg creatinina

6,28

0.28

390,80

162,39

140,60

7,92

0,74

428,70

129,68

166,15

11,39

0,92

390,65

139,65

96,39

6,25

0,40

428,70

120,42

80,26

7,28

516,35

102,14

139,62

6,80

418,25

94.16

70,26

7,39

420,15

79,82

114,12

3,16

509,60

85,24

70,20

4,18

296,75

99,78

65.82

6,91

465,82

59,60

64,39

7,80

430,28

140,60

70,28

10,32

480,60

70,92

82,25

2,25

391,70

38,64

40,24

1,74

380,16

21,39

19,12

3,98

672,24

100,00

210,13

6,91

296,30

20,42

49,86

7,00

368,25

34,62

39,55
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TABLA XV (CONTINUACION)

NEFROPATIA ESTADIO IV

CREATININA
URINARIA
{mmeol / di)

ACLARAMIENTO
CREATININA

(ml / seg).

MICRO
ALBUMINURIA
(mg /g creatinina)

p-GLUCURO
NIDASA.
{U/mg creatinina)

390,80

140,60

7,92

0,74

428,70

166,15

11,39

0,92

390,65

96,39

6,25

0,40

428,70

80,28

7,28

§16,35

139,62

6,80

418,25

70,26

7,39

420,15

114,12

3,16

70,20

4,18

296,75

65,82

6,91

465,82

64,39

7,80

430,23

70,28

480,60

82,25

391,70

40,24

380,16

19,12

672,24

210,13

296,30

49,86

368,25




TABLA XVi
NEFROPATIA ESTADIO IV

UREA
SERICA
(mmol /1)

CREATININA
SERICA
(pmol / 1)

ACIDO URICO
SERICO
(pmol /1)

11,92

190.40

396,85

6,92

126,35

419,25

4,98

139,82

390,70

180,28

289,70

164,28

388,65

190,40

549,75

199,75

488,62

116,35

328,62

96,38

390,60

80,25

218,15

70,80

416,25

62,65

328,16

70,28

320,60

182,16

439,85

124,60

216,75

A% ¢
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TABLA XVI (CONTINUACION)

NEFROPATIA ESTADIO IV

CREATININA
URINARIA
{mmol / di)

ACLARAMIENTO
CREATININA
(ml | seg).

MICRO
ALBUMINURIA
(mg /g creatinina)

GAG
(Uig
creatinina)

p-GLUCURO
NIDASA.
(U/mg creatinina)

4,79

0,54

318,29

91,74

94,70

7,25

0,72

482,75

96,34

86,58

4,28

0,90

390,10

40,20

29,14

6,39

390,15

190,80

139,46

4,63

418,10

29,78

164,26

5,28

480,72

139,15

6,70

216,25

4,82

365,28

70,90

4,90

428,29

134,25

290,82

310,15

45,86

420,65

440,62

379,86

416,25




II) ESTUDIO ESTADISTICO

Con relacién a la edad, en la tabla XVII y en la figura 7 se pueden observar la
media, DE, EEM de cada uno de los diferentes grupos de estudio.

El numero de casos segun el sexo y su proporcion lo expresamos en la tabla
XVIII y figura §.

A) COMPARACION DE MEDIAS VARIABLE A VARIABLE.

Los parametros bioquimicos estudiados han sido:

a) Urea sérica.

Los resultados obtenidos al realizar la media, DE y EEM son los que se expresan
en la tabla XIX y figura 9. Como existen diferencias significativas entre los distintos
grupos, se afiaden en la tabla XX estas comparaciones.

b) Acido iirico sérico.

Se exponen en la tabla XXI y figura 10. Al igual que con la urea sérica, existen
diferencias significativas entre grupos, que exponemos en la tabla XXII.

¢) Creatinina sérica.

Los resultados globales del estudio estadistico se encuentran en la tabla XXIII y
en la figura 11. Como en los pardmetros anteriores las diferencias entre grupos estan en
la tabla XXIV.

d) Creatinina urinaria.

La media, DE y EEM en cada uno de los grupos de pacientes con diabetes
mellitus y en los controles sanos se expresan en la tabla XXV y figura 12. Las diferencias
entre grupos en la tabla XXVI.

e) Aclaramiento de creatinina.

Se expone en la tabla XXVII y figura 13. Conforme avanza el grado de
nefropatia, el aclaramiento se hace menor, existiendo diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y los Estadios III y IV de la nefropatia y entre los
Estadios I-I1 y IV y Estadios III y IV (tabla XXVIII).

J) Albuminuria.

Los resultados globales del estudio se exponen en la tabla XXIX y en la figura
14. La comparacion entre los diferentes grupos en la tabla XXX.

8) Hemoglobina glicosilada.

En la tabla XXXI y figura 15 exponemos los datos referentes a esta
determinacién analitica y la comparacion entre grupos en la tabla XXXII.

h) Beta-glucuronidasa.

De forma global los resultados que hemos obtenido se exponen en la tabla
XXXIII y figura 16.

Agrupamos todos los pacientes diabéticos, se compararon con controles sanos
existiendo diferencias significativas (tabla XXXIV y figura 17). Mucho més interés tiene
el comparar los diferentes grupos entre si:

Los controles sanos se comparan con los diabéticos en Estadio I-1I (tabla XXXV
y figura 18) con diferencias estadisticamente significativas entre ambos (p< 0,05).




RESULT:

Al comparar los controles sanos con los diabéticos en Estadio 1II la significacion
fue para p< 0,01 (tabla XXXVI y figura 19). Igual ocurre al comparar los sanos con los
diabéticos en el Estadio IV con p< 0,001 (tabla XXXVII y figura 20).

También quisimos comparar los diferentes grupos de pacientes diabéticos. Se
encuentran diferencias significativas entre los enfermos en Estadio I-11 y Estadio III (p<
0,01) como se exponen en la tabla XXXVII1 y figura 21, entre los Estadios I-1I y Estadio
IV (p< 0,002) en la tabla XXXIX y figura 22, y entre los Estadios 11l y Estadio IV (p<
0,01) en la tabla XL y figura 23.

i) Glucosaminoglicanos. -

De forma global los resultados obtenidos se exponen en la tabla XLI y figura 24.
Se observa un ascenso creciente de los glucosaminoglicanos conforme el estadio de la
nefropatia diabética es mayor.

Agrupados todos los pacientes diabéticos se comparan sus resultados con los
obtenidos en los controles sanos, existiendo diferencias significativas (p<0,001) como se
puede comprobar en la tabla XLIi y figura 25.

Al igual que hicimos con la B-glucuronidasa, comparamos los resultados
obtenidos en los controles normales y en los diferentes grupos de pacientes diabéticos.
Se observan diferencias significativas entre los controles sanos y los diabéticos en
Estadio I-1I (tabla XLIII y figura 26), controles sanos y diabéticos en Estadio III (tabla
XLIV y figura 27) y controles sanos con diabéticos en Estadio IV (tabla XLV y fig. 28).

Asi mismo comparamos los resultados obtenidos entre los distintos grupos de
diabéticos. También existieron diferencias significativas entre los enfermos en Estadio I-
H y Estadio I1I (tabla XL V1 y figura 29), Estadio I-1I y Estadio IV (tabla XLVII y figura
30) y Estadio I1I y Estadio IV (tabla XLVIII y figura 31).

B) CORRELACION ENTRE VARIABLES.

Se correlacionan las diversas variables del estudio: edad, urea sérica, dcido urico
sérico, creatinina sérica, creatinina urinaria, aclaramiento de creatinina, albuminuria y
hemoglobina glicosilada con los dos parimetros bioquimicos motivo de este trabajo, es
decir, la B-glucuronidasa y los GAG.

Con relacion a la p-glucuronidasa no existio correlacion con el resto de las
variables en el grupo de los controles sanos (tabla IL) y en el de diabéticos en Estadio I-
I (tabla L). En el grupo de pacientes con nefropatia en Estadio III, existio correlacion
con la creatinina urinaria y albuminuria (tabla LI). En los diabéticos en Estadio 1V esta
correlacion fue con urea sérica, creatinina urinaria, aclaramiento de creatinina y
albuminuria (tabla LII).

Si estudiamos los glucosaminoglicanos observamos que no existe ninguna
correlacion con el resto de los parametros estudiados en el grupo de los controles sanos
(tabla LIII) y diabéticos en Estadio I-II (tabla LIV).

Existi6 correlacién con la creatinina urinaria, aclaramiento de creatinina y
albuminuria en el Estadio 111 (tabla LV) y con el 4cido trico sérico, creatinina urinaria,
aclaramiento de creatinina y albuminuria en el Estadio IV (tabla LVI).

Por Gltimo también quisimos comprobar si existia correlacién entre la f-
glucuronidasa y los glucosaminoglicanos. En los controles sanos no habia significacion.
En los diabéticos existi6 en todos los grupos, con una p< 0,01, como se expresa en la
tabla LVII y se representa en la figura 32.
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TABLA XVII

DISTRIBUCION DE LA EDAD* EN LOS DIFERENTES
GRUPOS ESTUDIADOS

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA
SANOS ESTADIO ESTADIO ESTADIO
I i v

33 43 32
60,0 64,9
89

23 13

N° N° de casos.

M- Media.

DE- Desviacion Estandar.

EEM- Error Estindar de la Media.

“l’ '.'" ',’
Edad (afios) 57,7 +1- 17,6 60,0 :;_ 18,2 T

——
608 +-118

Controles sanos  Estadio I-ll Estadio Hli Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 7: Distribucion de la edad en los diferentes grupos estudiados




TABLA XVIII

DISTRIBUCION SEGUN EL SEXO EN LOS
GRUPOS ESTUDIADOS

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA
SANOS
ESTADIO ESTADIO
il /7] Y id

Hombres ~ 36(563%  27(49.1%) 21 (43.8%) 17(53,1%
Mujeres  8(43.7%)  28(50.9%) 22(51,2% 15 (46,9%)

Numero de casos

EYHombres EIMujeres

PR AL LA LA AR
LA ll:'fl;lf 5"

GSseLLL0000005500000%0
CL AR AR AR LA AL A A A

(AR AR AR

LA
LA

4

Controles sanos  Estadio I-i Estadio il Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 8: Distribucion del sexo segun grupos estudiados




TABLA XIX

ESTUDIO DE LA UREA SERICA* EN LOS DIFERENTES GRUPOS
ESTUDIADOS

e

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA

SANOS ESTADIO ESTADIO ESTADIO
18/} u v

N® 64 35 43 32

M 4,69 435 6,10
DE 1,42 1.47 1,36 3,20

EEM 0.138 0.21
%

* Urea sérica en mmoll N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estandar.
EEM- Error Estandar de la Media.

9,22 +/- 3,20
Urea serica (mmol/l) T

__s04-338

aei-142  axseiar

Controles sanos  Estadio I-ll Estadio Il Estadio IV

NEFROPATIA D!ABETICA

FIGURA 9: Urea serica en los diferentes grupos estudiados




TABLAXX

COMPARACION DE LA UREA SERICA ENTRE LOS
DIFERENTES GRUPOS

CONTROL  ESTADIO I-II

CONTROL ESTADIO IIT

CONTROL ESTADIO IV

ESTADIO I-11 ESTADIO 11l

ESTADIO I-1IT ESTADIO IV

ESTADIO IlT ESTADIO IV

F = F experimental.
P = nivel de significacion.

NS = no significativo.




TABLA XXI

ACIDO URICO SERICO* EN LOS DIFERENTES GRUPOS
ESTUDIADOS

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA

SANOS ESTADIO ESTADIO ESTADIO
w

i m

43 32
258,25 326,95

88,47 121,46

13,49 21,47

w
N*- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacién Estindar.
EEM- Error Estindar de la Media.

326,95 +/- 121,48
Acido urico serico (micromol/l)
274,83 +1-66AT 25473 41.81.82

280,25 +/- 88,47

0
Controles sanos  Estadio Hl Estadio Il Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 10: Acido urico serico en los diferentes grupos estudiados




TABLA XXII

COMPARACION DEL AC. URICO SERICO ENTRE LOS
DIFERENTES GRUPOS

CONTROL ESTADIO I-II

CONTROL ESTADIO Il

CONTROL ESTADIO IV

ESTADIO I-IT ESTADIO Il

ESTADIO I-11 ESTADIO IV

ESTADIO Il1 ESTADIO IV

F =F experimental.
P = nivel de significacién.

NS = no significativo.




TABLA XXIII

CREATININA SERICA* EN LOS DIFERENTES GRUPOS
ESTUDIADOS

m

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA

SANOS ESTADIO ESTADIO ESTADIO
HI m w

33 43 32

3.89

N®- N° de casos.

M- Media.

DE- Desviacion Estandar.

EEM- Error Estindar de la Media.

142,66 +/- 61,07
Creatinina serica (micromol/l) S

107,52 +/- 25,63
96,78 +/- 28,92

93,13 +-18,18 -~~~ " ]

Controles sanos  Estadio I-li Estadio Il Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 11: Creatinina serica en los diferentes grupos estudiados




TABLA XXIV

COMPARACION DE LA CREATININA SERICA ENTRE LOS
DIFERENTES GRUPOS

"CONTROL  ESTADIO I-Il

CONTROL ESTADIO Il

CONTROL ESTADIO IV

ESTADIO I-11 ESTADIO IlT

ESTADIO I-1IT ESTADIO IV

ESTADIO IIT ESTADIO IV

F = F experimental.
P = nivel de significacién.

NS = no significativo.




TABLA XXV

CREATININA URINARIA* EN LOS DIFERENTES GRUPOS
ESTUDIADOS

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA
SANOS ESTADIO ESTADIO ESTADIO
Ll I v

N° 64 33 43 32
M 6,87 7,01
DE 3,37 2,62

EEM 0,42 0,40

*Expresado en mmol/dl N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estandar.
EEM- Error Estandar de la Media.

Creatinina urinaria (mmol/dI)
8114311
6,87 +/-3,37 Y 70141262

6,23 +/- 2,15

Controles sanos  Estadio I-Ii Estadio Il Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 12: Creatinina urinaria en los diferentes grupos estudiados




TABLA XXVI

COMPARACION DE LA CREATININA URINARIA ENTRE LOS
DIFERENTES GRUPOS

CONTROL  ESTADIO I
CONTROL ESTADIO Il

CONTROL ESTADIO IV

ESTADIO I-I1 ESTADIO II1

ESTADIO I-IT ESTADIO IV

ESTADIO Il ESTADIO IV

F = F experimental.
P = nivel de significacién.
NS = no significativo.




TABLA XXVII

ACLARAMIENTO DE CREATININA* EN LOS DIFERENTES
GRUPOS ESTUDIADOS

o

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA

SANOS ESTADIO ESTADIO ESTADIO
77 m w

35 43 32
1,49 0,86
068
0.10

N*- N° de casos.

M- Media.

DE- Desviacién Estindar.

EEM- Error Estindar de la Media.

Aclaramiento de creatinina (ml/seg)
191 4-0.77 184 +4-0.72

0,86 +/- 0,61

Controles sanos  Estadio I-ll Estadio Il! Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 13: Aclaramiento de creatinina en los diferentes grupos
estudiados




TABLA XXVIII

COMPARACION DEL ACLARAMIENTO DE CREATININA
ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS

CCNTROL ESTADIO Il
CONTROL ESTADIO IV
ESTADIO I-ll ESTADIO IlI
ESTADIO I-ll ESTADIO IV

ESTADIO IlT ESTADIO IV

F = F experimental.
P = nivel de significacién.
NS = no significativo.

’




TABLA XXIX

ALBUMINURIA* EN LOS DIFERENTES GRUPOS ESTUDIADOS
M

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA
SANGS ESTADIO ESTADIO ESTADIO
= m w

&4 35 43 32
9.72 16,13 154,38
20,07 11,19 70,50

EEM 251 1351 10,75

*Expresado en mg/g de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacién Estindar.
EEM- Error Estandar de la Media.

Albuminuria (mg/g de creatinina)

407,30 +/- 83,13

Controles sanos  Estadio |-}l Estadio | Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 14: Albuminuria en los diferentes grupcs estudiados




TABLA XXX

COMPARACION DE LA ALBUMINURIA ENTRE LOS
DIFERENTES GRUPOS

oovmor T ESTibio
CONTROL ESTADIO Il
CONTROL ESTADIO IV
ESTADIO I-II ESTADIO Il
ESTADIO I-Il ESTADIO IV

ESTADIO T ESTADIO IV

F = F experimental.
P = nivel de significacion.
NS = no significativo.




TABLA XXXI

HEMOGLOBINA GLICOSILADA* EN LOS DIFERENTES
GRUPOS ESTUDIADOS

R e ]

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA

SANOS ESTADIO ESTADIO ESTADIO
12/ m w

55 43 32
7,22 7,83
M 1,37
EEM oE 0.21

*Expresado en % N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacidon Estandar.
EEM- Error Estindar de la Media.

Hemoglobina glicosilada (%) = 847 +/- 1,88
7224134 7.83 +- 137

Controles sanos  Estadio -t Estadio i Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 15: Hemoglobina glicosilada en los diferentes grupos
estudiados

1 0
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TABLA XXXII

COMPARACION DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA ENTRE
LOS DIFERENTES GRUPOS

CONTROL ESTADIO IIT
CONTROL ESTADIO IV
ESTADIO I-1T ESTADIO Il
ESTADIO I-IT ESTADIO IV

ESTADIO IlT ESTADIO IV

F = F experimental.
P = nivel de significacion.

NS = no significativo.




TABLA XXXIII

BETA-GLUCURONIDASA* EN LOS DIFERENTES
GRUPOS ESTUDIADOS

e

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA

SANOS ESTADIO ESTADIO ESTADIO
-1 m w

64 35 41 32
25,46 3235 54,77
11,13 92 33,09

EEM 1,39 2,59 3,05

W
*Expresado en U/mg de creatinina N°- N° de casos.

M- Media.

DE- Desviacién Estindar.

EEM- Error Estindar de la Media.

114,204/- 117,43

Beta-glucuronidasa (U/mg creatinina) {,\

Controles sanos  Estadio |-l Estadio lli Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 16: Beta-glucuronidasa en los diferentes grupos estudiados




TABLA XXXIV

COMPARACION DE LA BETA-GLUCURONIDASA*
ENTRE CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA

CONTROLES NEFROPATIA
SANOS DIABETICA

N° 64 130
M 59,93
DE 69,93

EEM 6,13
F
P

*Expresado en U/mg de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estandar.
EEM- Error Estindar de la Media.
F- F Experimental.
P- Nivel de Significacion.

59,03 +/- 69,93

<

Beta-glucuronidasa (U/mg creatinina)

Controles sanos Nefropatia diabetica

FIGURA 17: Beta-glucuronidasa: comparacion entre controles y
pacientes con nefropatia diabsiica




TABLA XXXIV

COMPARACION DE LA BETA-GLUCURONIDASA*
ENTRE CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA

CONTROLES
SANOS

N° 64
M

NEFROPATIA
DIABETICA

130
59,93

DE - , 69,93
EEM 6,i3
F
P

*Expresado en U/mg de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estandar.
EEM- Error Estindar de la Media.
F- F Experimental.
P- Nivel de Significacion.

50,03 +/- 69,93
Beta-glucuronidasa (U/mg creatinina)

Controles sanos Nefropatia diabetica

FIGURA 17: Beta-glucuronidasa: comparacion entre controles y
pacientes con nefropatia diabetica




TABLA XXXV

COMPARACION DE LA BETA-GLUCURONIDASA*
ENTRE CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO I-1I

CONTROLES NEFROPATIA

SANOS DIABETICA
ESTADIO 11

64 50
25,46 : 3235
11,13 19,21
1,39 2,59
F
P

*Expresado en U/mg de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estindar.
EEM- Error Estindar de la Media.
F- F Experimental.
P- Nivel de Significacion.

32,36 +/-19,21

Beta-glucuronidasa (U/mg creatinina) \[

2648 +/- 11,13

¥ g g
’ s §

/

Controles sanos Nefropatia diabetica Est. |-l

FIGURA 18: Beta-giucuronidasa: comparacion entre controles sanos y
nefropatia diabetica estadio I-11 :




TABLA XXXVI

COMPARACION DE LA BETA-GLUCURONIDASA*
ENTRE CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO 111

- CONTROLES NEFROPATIA

SANOS DIABETICA
ESTADIO I

N* 64 i3

M 23,46 : 54,77

DE 11,13 33,09
EEM 1,39 3.0

F
P

*Expresado en U/mg de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacidon Estindar.
EEM- Error Esténdar de la Media.
F- F Experimental.
P- Nivel de Significacién.

54,77 +1-33,09

Beta-glucuronidasa (U/mg creatinina)

Controles sanos Nefropatia diabetica Est. Il

FIGURA 19: Beta-glucuronidasa: comparacion entre controles sanos y
nefropatia diabetica estadio 111




TABLA XXXVII

COMPARACION DE LA BETA-GLUCURONIDASA*
ENTRE CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO IV

CONTROLES NEFROPATIA

SANOS DIABETICA
ESTADIO IV

N* 64 32
M 25,46 114,29
11,13 117,43
EEM 1,39 20,76
F
P
*Expresado en U/mg de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estandar.
EEM- Error Estindar de la Media.

F- F Experimental.
P- Nivel de Significacion.

114,29 +- 743

Beta-glucuronidasa (U/mg creatinina)

Controles sanos Nefropatia diabetica Est. IV

FIGURA 20: Beta-glucuronidasa: comparacion entre controles sanos y
nefropatia diabetica estadio IV




TABLA XXXVIII

COMPARACION DE LA BETA-GLUCURONIDASA*
ENTRE PACIENTES CON NEFROPATIA DIABETICA
ESTADIO I-11 Y ESTADIO III

NEFROPATIA DIABETICA

ESTADIO HI ESTADIO 1T
N* 33 43
M 3235 34,77
19,21 33,09
259 3,05
F
P

*Expresado en U/mg de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estindar.
EEM- Error Estindar de la Media.
F- F Experimental.
P- Nivel de Significecion.

64,77 +/- 33,09

Beta-glucuronidasa (U/mg creatinina) i(

60 32,36 +/- 19,21

50
40
a0 |
20

10}

A

Nefropatia diabetica Est. I-1i Nefropatia diabetica Est. 1li

FIGURA 21: Beta-glucuaronidasa: comparacion entre pacientes con
nefropatia diabetica estadio I-11 y estadio 111




TABLA XXXIX

COMPARACION DE LA BETA-GLUCURONIDASA*
ENTRE PACIENTES CON NEFROPATIA DIABETICA
ESTADIO I-I1 Y ESTADIO IV

NEFROPATIA DIABETICA

ESTADIO Kl ESTADIO IV
N* 35 32
M 3235 114,29
DE 19,21 117,43
EEM 259 20,76
F
P
*Expresado en U/mg de creatinina N°*- N* de casos.
M- Media.
DE- Desviacién Estindar.
EEM- Error Estindar de la Media.

F- F Experimental.
P- Nivel de Significacién.

114,20 +/- 117,43

Beta-glucuronidasa (U/mg creatinina) \‘

Nefropatia diabetica Est. |-}l Nefropatia diabetica Est. iV

FIGURA 22: Beta-glucuronidasa: comparacion entre pacientes con
nefropatia diabetica estadio 1-11 y estadio 1V




TABLA XL

COMPARACION DE LA BETA-GLUCURONIDASA*
ENTRE PACIENTES CON NEFROPATIA DIABETICA
ESTADIO III Y ESTADIO 1V

NEFROPATIA DIABETICA

ESTADIO Il ESTADIO IV

N* 43 32
M 3477 114,29

DE 33,09 117,43
EEM 35,05 20,76

F
P

*Expresado en U/mg de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estindar.
EEM- Error Estindar de la Media.
F- F Experimental.
P- Nivel de Significacion.

114,28 +- 11743

R

Beta-glucuronidasa (U/mg creatinina)

Nefropatia diabetica Est. 1ii Nefropatia diabetica Est. IV

FIGURA 23: Beta-glucuronidasa: comparacion entre pacientes con
nefropatia diabetica estadio 111 y estadio IV

0




TABLA XL1

GLUCOSAMINOGLICANOS* EN LOS DIFERENTES GRUPOS
ESTUDIADOS

CONTROLES NEFROPATIA DIABETICA

SANOS ESTADIO ESTADIO ESTADIO
%7 m w

3 32
89,54

*Expresado en U/g de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacién Estindar.
EEM- Error Estindar de la Media.

89,54 +/- 47,16

Glucosaminoglicanos (U/g de creatinina) J

12,88 +/-7,00

Controles sanos  Estadio |-l Estadio Il Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 24: Glucosaminoglicanos en los diferentes grupos
estudiados




TABLA XLI1

COMPARACION DE LOS GLUCOSAMINOGLICANOS*
ENTRE CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA

CONTROLES
SANOS

N* 64
16 :

NEFROPATIA
DIABETICA

130
49.01

DE 7.00 3813

EEM 0.89 334
F
P

®Expresado en U/g de creatinina

N°*- N®de casos.

M- Media.

DE- Desviacién Estindar.

EEM- Error Estindar de la Media.

F- F Experimental.
P- Nivel de Significacién.

49,01 +/- 38,13
Glucosaminoglicanos (U/g de creatinina) o

Controles sanos Nefropatia diabetica

FIGURA 25: Glucosaminoglicanos: comparacion entre controles y
nefrepatia diabetica




TABLA XLIIX

COMPARACION DE LOS GLUCOSAMINOGLICANOS*
ENTRE CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO I-1

CONTROLES NEFROPATIA

SANOS DIABETICA
ESTADIO i1

N* 64 33
M
DE 7.00

EEM 0.89

F
! o

*Expresado en U/g de creatinina N°*- N* de casos.
M- Media.
DE- Desviacién Estindar.
EEM- Error Esténdar de la Media.
F- F Experimental. :
P- Nivel de Significacién.

24,88 +/- 13,60
Glucosaminoglicanos (U/g de creatining) i

Controles sanos Nefropatia diabetica Est. 1|

FIGURA 26: Glucosaminoglicanos: comparacion entre controles y
nefropatia diabetica estadio I1-11




TABLA XLI1V

COMPARACION DE LOS GLUCOSAMINOGLICANOS*
ENTRE CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO 11l

CONTROLES NEFROPATIA

SANOS DIABETICA
ESTADIO Il

43
5010
23,35

3,59

N°® 64
M
DE 7,00
EEM
=7
P

*Expresado en U/g de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estindar.
EEM - Error Estindar de la Media.
F- F Experimental.
P- Nivel de Significacién.

50,10 +/- 23,86
Glucosaminoglicanos (U/g de creatinina) g

N

i 712.“ +-700

Controles sanos Nefropatia diabetica Est. il

FIGURA 27: Glucosaminoglicenos: comparacion entre controles y
nefropatia diabetica estadio 111
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TABLA XLV

COMPARACION DE LOS GLUCOSAMINOGLICANOS*
ENTRE CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO IV

CONTROLES NEFROPATIA

SANOS DIABETICA
ESTADIO IV

N°® 64 32
M
DE 7,00

EEM

- F

*E xpresado en U/g de creatinina N°- N° dc casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estindar.
EEM- Error Estindar dc la Media.
F- F Experimental.
P- Nivel de Significacion.

89,54 +/- 47,16

Glucosaminoglicanos (U/g de creatinina) g[
-

Controles sanos Nefropatia diabetica Est. IV

FIGURA 28: Glucosaminoglicanos: comparacion entre controles y
nefropatia diabetica estadio 1V




TABLA XLVI

COMPARACION DE LOS GLUCOSAMINOGLICANOS*
ENTRE PACIENTES CON NEFROPATIA DIABETICA
ESTADIO I-11 Y ESTADIO HI

NEFROPATIA DIABETICA

ESTADIO K ESTADIO Il
N*® 33 43
M 24,58 50,10
DE 13.60 23,55
EEM 1,83 3,59

F
P

*Expresado en U/g de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Estandar.
EEM - Error Esténdar de la Media.
F- F Experimental.
P- Nivel de Significacion.

60,10 +/- 23,88

Glucosaminoglicanos (U/g de creatinina) S[

Nefropatia diabetica Est. I-il Nefropatia diabetica Est. lll

FIGURA 29: Glucosaminoglicanos: comparacion entre pacientes con
nefropatia diabetica estadio I-11 y estadio 111




TABLA XLVII

COMPARACION DE LOS GLUCOSAMINOGLICANOS*
ENTRE PACIENTES CON NEFROPATIA DIABETICA
ESTADIO I-I1 Y ESTADIO IV

NEFROPATIA DIABETICA
ESTADIO IV
3
89,54
.15
833

ESTADIO KT
N°* 33
M 24,58
DE

13,60

EEM 1,83
F

P
* Expresado en U/g de creatinina

N°®- N° de casos.

M- Media.

DE- Desviacion Estindar.

EEM- Error Estindar de la Media.
F- F Experimental.

P- Nivel de Significacion.

89,64 +/-47.16

Giucosaminoglicanos (U/g de creatinina) \{

~

Nefropatia diabetica Est. i-ii Nefropatia diabetica Est. IV

FIGURA 30: Glucosaminoglicanos: comparacion enre pacientes con
nefropatia diabetica estadio I-11 y estadio IV




TABLA XLVIII

COMPARACION DE LOS GLUCOSAMINOGLICANOS*
ENTRE PACIENTES CON NEFROPATIA DIABETICA
ESTADIO II1 Y ESTADIO IV

NEFROPATIA DIABETICA

ESTADIO HI ESTADIO IV
N® ) 32
M 50,10 ' 89,54
23,55 715
EEM 3.59 8,33
F
P

*Expresado en U/g de creatinina N°- N° de casos.
M- Media.
DE- Desviacion Esténdar.
EEM- Error Estindar de la Media.
F- F Experimental.
P- Nivel de Significacion.

89,54 +/- 47,18

Glucosaminogticanos (U/g de creatinina) &r

N,

100
" 80,10+-2388 0000
80
60 |

40 |

20..

o _
Nefropatia diabetica Est. lIi Nefropatia diabetica Est. IV

FIGURA 31: Glucosaminoglicanos: comparacion entre pacienies con
nefropatia diabetica estadio I11 y estadio IV
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TABLA IL

BETAGLUCURONIDASA : CORRELACION CON LAS
DIFERENTES VARIABLES EN CONTROLES SANOS

NS- no significativo.

’ .




TABLA L

BETAGLUCURONIDASA : CORRELACION CON LAS
DIFERENTES VARIABLES EN LOS PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO I-1I

NS- no significativo.




TABLA LI

BETAGLUCURONIDASA : CORRELACION CON LAS
DIFERENTES VARIABLES EN LOS PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO Il

NS- no significativo.




TABLA LII

BETAGLUCURONIDASA : CORRELACION CON LAS
DIFERENTES VARIABLES EN LOS PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO IV

NS- no significativo.




TABLA LIII

GLUCOSAMINOGLICANOS : CORRELACION CON LAS
DIFERENTES VARIABLES EN CONTROLES SANOS




TABLA LIV

GLUCOSAMINOGLICANOS : CORRELACION CON LAS
DIFERENTES VARIABLES EN LOS PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO I-11




TABLA LV

GLUCOSAMINOGLICANOS : CORRELACION CON LAS
DIFERENTES VARIABLES EN LOS PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO 111

0 .




TABLA LVI

GLUCOSAMINOGLICANOS : CORRELACION CON LAS
DIFERENTES VARIABLES EN LOS PACIENTES CON
NEFROPATIA DIABETICA ESTADIO IV

NS- no significativo.




TABLA LVII

CORRELACION ENTRE LA BETA-GLUCURONIDASA
Y GLUCOSAMINOGLICANOS

N°CASOS COEFICIENTEDE  SIGNIFICACION
- CORRELACION

owIY NS

Coeficiente de correlacion

Controles sanos Estadio |-l Estadio Ill Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 32: Correlacion entre beta-giucuronidasa y
glucosaminoglicanos
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TABLA LVII

CORRELACION ENTRE LA BETA-GLUCURONIDASA
Y GLUCOSAMINOGLICANOS

N°CASOS COEFICIENTEDE  SIGNIFICACION
CORRELACION

CONTROLES o4 - o419 NS
SANOS

NEFROPATIA
ESTADIO K-l
ESTADIO N
ESTADIOV

NS: no significativo.

Coeficiente de correlacion

5 R
Controles sanos  Estadio |-l Estadio Ill Estadio IV

NEFROPATIA DIABETICA

FIGURA 32: Correlacion entre beta-glucuronidasa y
glucosaminoglicanos
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DISCUSION

La nefropatia es una complicacién a tener en cuenta en la diabetes mellitus, tanto
por su frecuencia como sus consecuencias clinicas. Su patogenia es plurifactorial al igual
que ocurre con el resto de J»s complicaciones de la diabetes. La mayor predisposicion a
padecer microangiopatia esté en relacion con la duracién de la enfermedad. Por este
motivo su mayor incidencia ocurre en pacientes con diabetes mellitus tipo I. También se
ha relacionado con el mal control metabdlico, con anomalias de la microcirculacién o la
hemostasia y con la susceptibilidad genética'**,

En los estadios iniciales de la enfermedad renal, se detectan alteraciones
funcionales y estructurales sin repercusion clinica. Posteriormente hay un periodo de
transicion en el que se desarrollan lesiones glomerulares pudiendo aparecer
microalbuminuria de forma ocasional que después conforme avanza el cuadro se hace
permanente y se acompaiia de hipertension arterial. En la fase mds tardia de la nefropatia
se produce una oclusion glomerular y aparece proteinuria persistente con hipertensién
grave que conduce a la insuficiencia renal crénica terminal’.

Se ha demostrado que conforme avanza el proceso microangiopdtico en la
diabetes mellitus ocurre un hecho fundamental a nivel vascular que es el aumento de la
permeabilidad, inducido por el incremento de los productos terminales de la glicosilacion
avanzada, sobre todo del 2-furoil 4 (5)-(2) furanil 1-nimidazol durante un proceso
complejo que conduce finalmente a la citotoxicidad de algunos tipos celulares
concretos®. Este nroceso esté inhibido por el glutation y depende de la actividad de los
enzimas del citocromo P-450.

La permeabilidad vascular no depende Gnicamente de la integridad celular, sino
también de las barreras con carga ionica. La membrana basal contiene moléculas de
proteinoglicanos que estdn constituidas por cargas negativas’. Los proteinoglicanos
aniénicos disminuyen considerablemente en la diabetes’, lo que permite la salida de
proteinas con carga negativa como la albimina, hacia el espacio extravascular
atravesando la membrana basal. Asi sucede en la orina donde se observa Ila
correspondiente albuminuria’. La glicosilacion no enzimdtica reduce la union de los
proteinoglicanos aniénicos a las proteinas en el coldgeno y la membrana basal.

El aumento de la sintesis de los productos terminales de la glicosilacién avanzada
con enlaces cruzados dentro de las membranas basales, reduce la elasticidad vascular y
causa un atrapamiento de las proteinas plasméticas extravasculares en la pared vascular.
Ademés se acumulan estos productos terminales de la glicosilacion por accién ineficaz de
las proteasas, favoreciendo el engrosamiento de la membrana basal capilar y la
arteriosclerosis.

La acumulacion de proteinas plasmaticas atrapadas contribuye, con el paso de los
afios, al engrosamiento de la membrana basal glomerular y a la oclusion progresiva de la
microcirculacion'®"",

La union de la IgG y de la albimina a la membrana es un hecho caracteristico de
la membrana extravascular diabética y su presencia contribuye al dafio tisular afiadido
por mecanismos inmunolégicos'’.

A medida que envejecen el colageno y la membrana basal son degradados y
sustituidos a una velocidad constante y gradual. Este proceso de recambio, depende de la
funcion de los macréfagos y su eficacia determina la velocidad a la que se desarrolla el
dafio celular’’. Todas estas alteraciones se producen a lo largo del tiempo, en los
pacientes diabéticos y son factores que condicionan el desarrollo de la microangiopatia.
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DISCUSION

La estructura que hay entre el capilar glomerular y el espacio urinario de la
capsula de Bowman se comporta como una barrera mecdnica y eléctrica. Esta barrera
tiene unos poros de unos 55 A y estéd cargada negativamente. La carga negativa se
mantiene gracias a los glucosaminoglicanos. Por eilo las proteinas cargadas
negativamente (como Ia albiimina) o de mayor tamafio al citado, no podrén pasar esta
barrera fisiologica. El otro factor que también influye es la presién en el capilar
glomerular, de forma que, si esta se elevada facilita el paso de sustancias al espacio
urinario.

En la nefropatia diabética, parecc que el primer cambio seria un aumento dela
presion glomerular seguidos de una pérdida de las cargas negativas de la membrana
basal, por pérdida de polianiones glomerulares o por aumento de los cationes. En estos
dos mecanismos intervienen de forma activa los enzimas lisosomicos N-acetil-p-
glucosaminidasa y B-glucuronidasa, encargados de la degradacion de las macromoléculas
componentes de la membrana basal glomerular como son los glucoconjugados y los
glucosaminoglicanos.

Estas alteraciones son las que permiten la aparicion de la microalbuminuria. En
fases posteriores de la enfermedad renal, se produce un aumento del tamafio de los
poros, que junto a los cambios de la membrana antes citados, desencadena la aparicion
de albuminuria no selectiva (figura 33).

Los cambios estructurales y funcionales acaecidos en el rifién en el transcurso de
la nefropatia diabética, van a dar origen a una serie de alteraciones analiticas, tanto
séricas como urinarias, que nos van a indicar el grado de afectacion renal que existe en
cada momento.

Lo ideal seria encontrar lo mas precozmente posible un pardmetro bioquimico
que nos haga sospechar la existencia de nefropatia, mucho antes de que empiecen las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, ya que al ser un proceso irreversible el
conocimiento y la puesta en marcha de algunas medidas terapéuticas retrasaria la rapida
evolucion del cuadro.

Las alteraciones analiticas que reflejan el grado de afectacion renal las
denominamos “marcadores de dafto renal”. Son multiples los que se utilizan, desde
parametros bioquimicos (hiperuricemia, aclaramiento de creatinina) a marcadores de
disfuncion endotelial (factores de crecimiento celulares y endoteliales), aunque los méas
frecuentes en clinica por su ficil realizacion y su fiabilidad, son los que estudian la
excrecion anormal de proteinas por la orina'.

La microalbuminuria es actualmente uno de los marcadores de lesion renal mds
sensibles y especificos. Para medir la capacidad de reabsorcién tubular se utilizan
proteinas de bajo peso molecular, como la B-2 microglobulina o los enzimas de secrecion
tubular como la alanino-aminopeptidasa o el N-acetil-B-glucosaminidasa.

El 4cido trico sérico es un marcador que indica afectacion renal, cuando la
nefropatia presenta signos clinicos ya evidentes como la hipertension arterial’’. Hay
mayor prevalencia de hiperuricemia en los pacientes diabéticos tipo 1", y se ha
relacionado con la obesidad, hipercolesterolemia y resistencia a la insulina'’.

Desde los trabajos de PARVING'® y VIBERTI" se conoce la importancia de Ia
deteccién de microalbuminuria, para etiquetar el grado de nefropatia diabética. Hoy es
un parémetro bioquimico mundialmente aceptado.
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Lu presencia de microalbumiruria aumenta veinte veces el riesgo de insuficiencia
renal cronica terminal™.

De los enzimas urinarios que pueden tener valor prondstico en la nefropatia
diabética se encuentran el N-acetil-B-glucosaminidasa®' y la B-glucoronidasa™. Estos dos
enzimas estan implicados en el desarrollo de la microangiopatia diabética, al intervenir,
como hemos sefialado anteriormente, en la degradacion de los glucoconjugados
(glucosaminoglicanos) de la membrana basal glome:rular23 ;

Como ha demostrado VIDAL y cols* el primer mecanismo que se altera en la
nefropatia diabética, es la selectividad de carga de la membrana basal, mucho antes que
el aumento de la presion intraglomerular®, y del aumento del tamafio del poro®®. La
perdida neta de cargas negativas a nivel de la membrana basal, que al parecer viene
predeterminada de forma genética”, se debe a un defecto parcial en la sulfatacién de
proteinoglicanos, aunque también puede intervenir el aumento de la glicacién proteica
del colageno de la membrana.

El metabolismo de los proteinoglicanos es complicado, interviniendo un complejo
sistema enzimdtico, aunque los pasos claves en la degradacion son la hidrolisis del nicleo
proteico y la divisién del polisacérido por endoglicosidasas: B-glucuronidasa, N-acetil-f
glucosamidasa y hialuronoglucosaminidasa (figura 6).

Los fragmentos formados difunden hacia la matriz y son excretados casi sin unir
por la orina, o bién son fagocitados por células, rompiéndose en este caso en el interior
de las vesiculas lisosomiales. Por este motivo hemos encontrado aumento de la excrecion
urinaria de glucosaminoglicanos en la fases iniciales de la enfermedad renal en el paciente
diabético®®, que se acompafia de un incremento de la actividad urinaria de ios enzimas
lisosémicos encargados de su degradacién como son el N-acetil-[i—glucosaminidasa” yla
B-glucoronidasa™.

WATERS?' estudia siete enzimas que dice son méximos responsables del
metabolismo glucoconjugado y que juegan un papel importante en la patogenia de la
macro y microangiopatia diabética. Entre estos enzimas se encuentra el NAG y la B-
glucuronidasa. En relacién con el primero existe algin otro trabajo, en el que se
determina su actividad plasmatica, en la diabetes mellitus tipo I, observandose
elevaciones en pacientes con complicaciones”. Algunos autores auguran, que el NAG
esta implicado en el desarrollo de la microangiopatia de algunos diabéticos, favoreciendo
el deposito de mucopolisacaridos en los pequzfios vasos.

En relacién con las determinaciones del NAG urinario, los estudios son mas
escasos. Se ha comprobado que su excrecion desciende ligeramente durante el dia y que
puede modificarse por ciertos firmacos”. Hay elevacién de Ia excrecion urinaria de
NAG en los pacientes diabéticos, en relacion con su grado de nefropatia, sin que exista
correlacién con otros enzimas, salvo con la p-glucuronidasa.

De acuerdo con los trabajos existentes podemos resumir, que el incremento dela
actividad urinaria del NAG en la diabetes mellitus (fundamentalmente la tipo I), podria
estar en relacion con el grado de nefropatia diabética™*.

Hace mas de una década YUNG® ya advirti6 de la importancia de la
determinacién urinaria de NAG en el diagndstico precoz de la enfermedad renal en los
pacientes diabéticos. Cuando existe albuminuria franca, la actividad del NAG esta muy
elevada®’*®. La correlacién entre la microalbuminuria y la actividad del NAG ha sido
evidenciada en pacientes diabéticos con hipertension arterial”*’. Al intervenir el NAG en
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la degradacion de glucoconjugados de la MBG, la hiperactividad de este enzima en las
fases precoces de la nefropatia, podria deberse a un aumento de su produccién a nivel
glomerular*'*?, Al mejorar la funcién glomerular por accion de determinados firmacos,
como el grupo de los inhibidores del enzima convertidor de la angiotensina, disminuye la
excrecion urinaria de NAG, ademés de descender la eliminacion de microalbuminuria***.

Son escasos los trabajos que estudian la actividad urinaria de la p-glucuronidasa
en la diabetes mellitus. El estudio incial d¢ MARUHN" relaciona el aumento de este
enzima con la aparicién de complicaciones de la diabetes. Cuando hay hipertension
arterial, hecho que demuestra la existencia de una nefropatia establecida, es cuando
encuentra elevados los niveles urinarios de p-glucuronidasa.

En relacion con el tiempo de evolucién de la diabetes, se ha visto que los 10-15
aflos después del inicio de la enfermedad, es cuando empiezan a aparecer signos de
afectacion renal. RAO* ha encontrado niveles elevados de B-glucuronidasa en esas
fechas y siempre habia otros pardmetros de funcién renal alterados.

‘También se ha querido relacionar la actividad urinaria de la B-glucuronidasa con
el mal control de la diabetes. Cuando existen alteraciones metabolicas graves, esta
hiperactividad es muy manifiesta*’ e incluso en situaciones clinicamente estables, pero
con hemoglobina glicosilada algo elevada®.

En la nefropatia diabética se ha demostrado un descenso de la concentracion
glomerular de GAG, con aumento de su excrecion urinaria en relacion con la
hiperactividad de los enzimas encargados de su degradacion, que son los dos que
anteriormente hemos sefialado

En el presente trabajo queremos reflejar la importancia de los cambios
estructurales renales producidos en el paciente diabético. Su deteccién, lo mas
precozmente posible, se puede realizar determinando en orina algunos de los
componentes de la MBG, o una consecuencia de ellos, la eliminacién aumentada de
algunas sustancias encargadas de su metabolismo.

No hemos encontrado en la literatura ningtin trabajo que relacione la excrecion
urinaria de GAG y la actividad en la orina de la B-glucuronidasa.

Nuestro estudio lo constituye un amplio grupo de pacientes diabéticos, 130 en
total, que hemos distribuido segin el grado de nefropatia (Estadio I-II 55pacientes,
Estadio II1 43 pacientes y Estdio IV 32 pacientes) y un grupo de 64 sujetos sanos
tomados como control.

En cada uno de estos, hemos estudiado una serie de parédmetros bioquimicos
clasicos de funcion renal, cuyos resultados vamos a comentar.

La urea sérica se eleva en las fases finales de la nefropatia diabética, cuando la
insuficiencia renal esta ya establecida (figura 9) y las diferencias fueron significativas
respecto al grupo control en el Estdio IV o entre los grupos de enfermos en Estadio I-II
con IV y Estadio III con IV (tabla XX). Este hecho nos pone en evidencia que la
determinacion de urea sérica no tiene valor en la diagnéstico precoz de la nefropatia
diabética y que solamente se altera cuando hay signos de insuficiencia renal.

El dcido drico sérico se va elevando progresivamente, conforme aumenta el
grado de afectacion renal aunque solo alcanza niveles considerados como patoldgicos, en
el Estadio IV de la nefropatia diabética (326,95 mmol/) (figura 10). Comparando los
diferentes grupos entre si, existieron diferencias significativas entre el grupo control y el
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Estadio IV de nefropatia y entre los Estadios I-II con IV y Estadio I con IV, como
exponemos en la tabla XXII.

La elevacion del 4cido urico, es considerada inicialmente como un marcador de
dafio epitelial®® y de hipoperfusion renal**' con especiai repercusion sobre el tibulo,
responsable inicial de la reduccién en la excrecion de acido drico y su consecuente
incremento sanguineo. Su valor en la diabetes radica mas en sus cambios evolutivos, que
podrian detectar una alteracién de la funcién tubular por hipoperfusion.

El comportamiento de la creatinina sérica es algo diferente. Solamente se
encuentra elevada de forma significativa respecto al resto de los grupos, en los pacientes
diabéticos con nefropatia en Estadio IV (figura 11). Esto nos indica por un lado la
conservacion de la funcién glomerular, en limites muy aceptables en los Estadios I, I y
111 de la nefropatia diabética. Por otra parte en la nefropatia establecida con albuminuria
evidente (Estadio IV) se pone de manifiesto el deterioro de la funcién del glomerulo.

Igual que con los pardmetros anteriormente estudiados, se establecen diferencias
significativas al comparar el grupo control con el Estadio IV de la nefropatia y entre los
Estadios I-1I con IV y Estadios III con IV (tabla XXIV).

La creatinina urinaria aumenta en los pacientes diabéticos en Estadio I-1I con
respecto a los controles sanos, asi como con el resto de los grupos de pacientes (figura
12). Es un marcador grosero que nos indica el aumento de la presion en el capilar
glomerular, con el incremento de la filtracién glomerular que puede estar influenciado
por la glucemia52 o las hormonas relacionadas con su metabolismo (insulina, glucagén u
hormona del crecimiento)® en las primeras fases de la nefropatia diabética.

El aclaramiento de creatinina es un pardmetro mas fidedigno de filtracion
glomerular. Por este motivo es obvio encontrar un decreciente descenso del aclaramiento
de creatinina conforme avanza el grado de afectacion renal en el paciente diabético
(figura 13). Se encontraron diferencias significativas entre los controles sanos y los
diabéticos con nefropatia en estadio Il y IV y ademds entre los Estadios I-I1 y IV y entre
los Estadios ITI y IV (tabla XXVIII). Al igual que la creatinina sérica, nos puede ser util
para el diagnéstico de nefropatia avanzada.

Un dato esperado por nosotros, es el aumento progresivo de la excrecion
urinaria de albimina en relacién con el grado de afectacion renal en el diabético.

En los controles sanos la media de excrecién de albimina estaba dentro de los
limites de la normalidad. En la nefropatia diabética Estadio I-II la excrecién media de
albiimina la excrecion media de albiimina tambiér: se encontraba dentro de la normalidad,
aunque existio un pequefio numero de casos que su albuminuria estaba dentro del
concepto que hemos establecido como microalbuminuria, es decir entre 30 y 300 mg/g
de creatinina.

En Estadio IIT de la nefropatia diabética casi todos los enfermos presentaban
microalbuminuria y coincide, como pardmetro de inclusion de este Estadio de la
clasificacion de Mogensen™.

En el Estadio IV los pacientes presentaban en un porcentaje muy alto de ellos
macroalbuminuria, es decir mas de 300 mg/g de creatinina (figura 14).

Al comparar el grupo control con el resto de los pacientes diabéticos, existieron
diferencias significativas con el Estadio III de la nefropatia (p< 0,005) y con Estadio IV
(<0,001).




Comparando grupo por grupo en los diabéticos se observé que existian
diferencias significativas entre cada uno de ellos (Tabla XXX).

La ausencia de elevacién importante de albumina urinaria en ei Estadio I-II,
podriz explicarse en primer lugar por la ausencia de lesion renal glomerular evidente en
este estadio, y si la hubiere seria minima y se compensaria a nivel tubular
reabsorviendose el exceso de proteina filtrada™.

Desde hace afios se ha establecido que la microalbuminuria es la primera
manifestacion clinica de la nefropatia diabética, que inicialmente puede ser ocasional,
pero que posteriormente se hace constante™ y que tiene un importante valor prondstico
de la evolucion de esta complicacién de la diabetes””. Como hemos sefialado
anteriormente la presencia de microalbuminuria es consecuencia de un aumento del
tamafio de los poros de la membrana basal glomerular asi como una desectructuracién de
la carga eléctrica a dicho nivel.

Cuando la proteinuria sigue aumentando y supera los 300 mg/ g de creatinina el
deterioro de la funcién renal se hace evidente y ya estdn alterados otros parametros
como el aclaramiento de creatinina, 4cido tirico o urea séricos.

Otro punto de interés es la influencia que tiene el control de la glucemia en la
aparicion de las complicaciones de la diabetes, entre ellas la nefropatia. Los estudios del
grupo de trabajo DCCT indican la importancia de la relacién - control metabolico-
nefropatia diabética - . En nuestros enfermos estudiamos el grado de control de la
diabetes, mediante la determinacion de la hemoglobina glicosilada. No encontramos
diferencias significativas de esta entre los pacientes diabéticos en sus distintos Estadios
de la nefropatia, pero si con los controles sanos (tabla XXXII). Esto nos hace pensar que
de forma puntual el control glucémico no influye en el grado de nefropatia.

Pero el motivo fundamental de nuestro estudio ha sido el comportamiento del
enzima lisosémico B-glucuronidasa en orina en los pacientes diabéticos y su relacion con
los glucosaminoglicanos excretados.

Como podemos observar en la tabla XXXIII se produce un aumento progresivo
de la actividad urinaria_de la B-glucuronidasa conforme aumenta el grado de
afectacién renal en los pacientes diabéticos.

De forma global existen diferencias estadisticamente significativas en la f-
glucuronidasa urinaria entre los controles sanos y los pacientes diabéticos (p< 0,01)
como se representa en la figura 17.

De forma pormenorizada en cada grupo se puede observar que existicron
diferencias significativas entre los controles sanos v los diabéticos con nefropatia Estadio
I-II (p< 0,5), Estadio III (p< 0,01) y Estadio IV (p< 0,001) como se expone en las
figuras 18 a 20.

Entre los grupos de pacientes diabéticos también existieron diferencias. Entre los
Estadios I-1 y II (p< 0,01), Estadio I-Il y IV (p< 0,002) y Estadio HI y IV (p< 0,01)
que se pueden observar en las figuras 21 a 23.

Alavista de estos resultados podemos afirmar que en la nefropatia diabética se
produce un incremento en la actividad de la B-glucuronidasa y que esta se hace mayor
conforme aumenta el grado de la nefropatia. En las fases incipientes de la enfermedad, y
es un hecho de gran trascendencia de cara al diagnbstico precoz, se produce un
incremento de este enzima responsable del metabolismo de macromoléculas complejas a
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nivel de la membrana endotelial®’, pero ademds la B-glucuronidasa también juega un
importante papel en la patogenia de otras complicaciones vasculares de la diabetes®.

El aumento de la excrecién urinaria de B-glucuronidasa en las fases avanzadas de
la nefropatia diabética, puede ser un indicador de dafio tubular, pero en las fases
incipientes de la enfermedad renal, es el resultado de un incremento de su actividad a
nivel glomerular siendo el responsable del deterioro de la membrana basal glomerular®.
No es solo este enzima el que se altera ya que MARHUM® encontro elevaciones del N-
acetil-B-glucosaminidasa, a-glucosidasa y trehalasa.

Como consecuencia del aumento de la actividad estos enzimas lisosémicos, es
obvio pensar que aceleran el metabolismo de los componentes de la MBG vy entre ellos
de los glucosaminoglicanos.

Como exponemos en la figura 24 se observa un incremento de la excrecion
urinaria_de glucosaminoglicanos en relacion con el Estadio en que se encuentra la
nefropatia diabética. Globalmente en comparacién a los controles sanos existen
diferencias significativas (p< 0,001) en el comportamiento de los GAG urinarios en los
pacientes diabéticos (figura 25). De forma pormenorizada y siempre comparando con los
controles sanos las diferencias con las nefropatias Estadio I-1, Estadio III y Estadio IV
son muy evidentes (p< 0,001), como se puede apreciar en las figuras 26 a 28.

Si comparamos los grupos de diabéticos entre si, también cxisten diferencias
significativas entre la nefropatia Estadio I-I1 y III (p<0,01), Estadio I-Il y IV (p< 0,001),
y Estadio III y IV (0,01), como observamos en las figuras 29 a 31.

Estos resultados son los que cabian esperar, ya que tras una hiperactivacion de
Jos enzimas metabolicos de los glucosaminoglicanos, estos descienden a nivel de la MBG
y se excretan por la orina.

Pero quizés el hallazgo mas importante del presente trabajo radique en la
existencia de una diferencia significativa en la excrecion urinaria de GAG entre los
controles sanos y los diabéticos en Estadio I-II de su nefropatia. Ya en las fases iniciales
de la enfermedad se puede encontrar el catabolismo anormal de GAG en la MBG hecho
que solamente habia sido estudiado de forma experimental®.

Como hemos dicho reiteradamente, el ideal seria detectar la presencia de
nefropatia diabética lo mas precozmente posible antes de que aparezcan sintomas o se
haga evidente la microalbuminuria. Si los GAG ascienden en fases iniciales de la
enfermedad nos ponen en alerta sobre la evolucién del cuadro renal para que empecemos
a tomar las medidas terapéuticas especiales, fundamentalmente el inicio del tratamiento
con inhibidores del enzima convertidor de la angiotensina, que ha demostrado que
retrasan el progreso de la nefropatia.

La segunda parte de nuestro estudio consistio en relacionar los resultados
obtenidos de la B-glucuronidasa y GAG urinarios, con el resto de los pardmetros en los
diferentes grupos tanto en controles sanos como en diabéticos segin su estadio de
nefropatia.

Comenzando con la P-glucuronidasa urinaria en los controles sanos no se
observé correlacion con ninguno de los demds datos recogidos de Ia historia clinica
como edad, urea sérica, 4cido tirico sérico, creatinina sérica y urinaria, aclaramiento de
creatinina, albuminuria o hemoglobina glicosilada (tabla IL).

De igual forma tampoco existi6 correlacion entre la p-glucuronidasa y el resto de
los parémetros estudiados en la nefropatia diabética Estadio I-II (tabia L).
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En el Estadio II la B-glucuronidasa se relacioné de forma significativa con la
creatinina urinaria y con la albuminuria (tabla LI) y en el Estadio IV, con la urea sérica,
creatinina urinaria, aclaramiento de creatinina y albuminuria. (tabla LII).

En relacién con los GAG urinarios, no existié correlacién con ninguno de los
parametros antes mencionados en los controles sanos (tabla LIII) y en los pacientes con
nefiopatia en Estadio I-II (tabla LIV), en cambio si existié correlacién con la creatinina
urinaria, aclaramiento de creatinina y albuminuria en el Estadio III de la nefropatia (tabla
LV) y con el 4cido drico sérico, creatinina urinaria, aclaramiento de creatinina y
albuminuria en el Estadio IV de la nefropatia diabética (tabla LVI).

Un dato llamativo que queremos hacer resaltar, es que no existio correlacion de
la B-glucuronidasa y de los GAG urinarios con la hemoglobina glicosilada en ninguno de
los grupos de nuestro estudio. Aunque es irrefutable la influencia que tiene el control de
la glucemia en la aparicion de las complicaciones de la diabetes entre ellas la nefropatia
diabética®®, de forma aislada y en un momento determinado en la evolucion de la
enfermedad renal el control de la diabetes no va a influir en la actividad de la B-
glucuronidasa, ni tampoco en la excrecién urinaria de GAG aunque a la larga el mal
control de la diabetes favorezca el progreso de la nefropatia™.

Estos resultados se pueden interpretar de diferentes formas. En primer lugar
queremos resaltar que el comportamiento de la B-glucuronidasa y GAG urinarios en
relacién a su correlaciones con el resto de los datos, que son fundamentalmente
parametros bioquimicos de funcion renal, es muy similar, hecho que avala nuestra
hipétesis de que a nivel glomerular en la diabetes mellitus se produce una activacién de
los enzimas encargados de la degradacion de los GAG, con el posterior aumento en la
excrecion urinaria de estos”.

Por otra parte observamos que en los pacientes con nefropatia Estadio I-II,
aunque esté alterada la excrecion de B-glucuronidasa y GAG urinarios, todavia no existe
correlacién con Jos datos bioquimicos clasicos de funcion renal. Esto nos hace suponer
que son cambios muy precoces que aln no han repercutido en la funcién glomerular de
los rifiones del paciente diabético, pero que existen cambios microangiopaticos
evidentes®’.

La tltima parte de esta Tesis Doctoral es la correlacion entre los dos parametros
motivo de nuestro estudio, la actividad urinaria de la B-glucuronidasa y la excrecion por
la orina de glucosaminoglicanos. A excepcion de en los controles sanos en los tres
grupos de pacientes diabéticos existié una correlacion estadisticamente significativa entre
B-glucuronidasa y GAG (tabla LVII).

A la vista de esto podemos decir que hay un paralelismo entre uno de los
componentes fundamentales de la MBG, los GAG, y uno de los enzimas lisosomicos
encargados de su degradacién, la B-glucuronidasa, y que se alteran ambos en la orina en
los estadios iniciales de la nefropatia diabética.

A la vista de todos los resultados podemos concluir que la determinacion urinaria
de B-glucuronidasa y GAG son dos pardmetros utiles en el diagnodstico precoz de la
nefropatia diabética y que se alteran mas precozmente que la albuminuria y que otros
datos bioquimicos de funcion renal como el 4cido trico sérico, la creatinina sérica o el
aclaramiento de creatinina.
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INCLUSIONES

Tras los analisis pormenorizados de nuestros resultades, podemos extraer las

siguientes conclusiones:

1. De los marcadores de lesion renal escogidos, solamente la actividad de la B-
glucuronidasa y la excrecién urinaria de GAG estdn alterados de forma significativa en
todos los grupos de enfermos con nefropatia diabética.

. La actividad urinaria de la B-glucuronidasa aumenta de forma progresiva conforme se
deteriora Ia funcion renal en el paciente con nefropatia diabética, encontrando
correlacién con la creatinina cuando la afectacion renal es ya evidente por la ciinica.

. La excrecién urinaria de glucosaminoglicanos va en aumento en relacion al grado de
afectacion del rifion del paciente diabético, aun en la nefropatia incipiente (Estadio I-
1) y correlacionandose con la albuminuria en la nefropatia en Estadio Il y IV.

. Existe un paralelismo entre la actividad urinaria de la B-glucuronidasa y la excrecion
urinaria de glucosaminoglicanos con una correlacién significativa entre ambos, en los
diferentes estadios de la nefropatia diabética.

No encontramos correlacion entre la P-glucuronidasa y GAG urinarios con la
hemoglobina glicosilada, lo que nos hace suponer que de forma puntual, el control de
la glucemia no repercute en la funcién de estos dos parametros.

. La determinacién urinaria de B-glucuronidasa y GAG son pardmetros utiles en el
diagnéstico precoz de la nefropatia del paciente diabético, alterandose su eliminacion

urinaria en el Estadio I-II de la enfermedad renal.
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RESUMEN

Los glucosaminoglicanos (GAG) son cadenas de polisacdridos que forman parte
de la matriz conectiva de los tejidos de diferentes 6rganos distinguiéndose 7 diferentes:
4cido hialurénico, condroitin 4-sulfato, condroitin 6-sulfato, dermatén sulfato, queratan
sulfato, heparén sulfato y heparina .

Son el hepardn sulfato y el condroitin sulfato los que se eliminan
fundamentalmente por la orina, procedentes del tejido conectivo renal, aumentando su
excrecion en diferentes procesos patolégicos como glomerulonefritis, sindrome
nefrético, litiasis renal o tubulopatias toxicas. También se ha observado una alteracién de
su excrecion urinaria en aquellos procesos sistémicos con repercusion renal como son la
hipertension arterial o la diabetes mellitus.

En la diabetes mellitus se conoce que el aumento de la presion intraglomerular
produce una alteracién de la selectividad de carga a nivel de la membrana basal
glomerular, activindose los enzimas lisosémicos N-acetil-p-glucosaminidasa y f-
glucuronidasa que degradan las moléculas de glucosaminoglicanos quedando la MBG
deficitaria de estos y perdiendo su carga eléctrica negativa. De esta forma incrementaria
el filtrado glomerular a molkéculas como la albiimina. El final del proceso seria el aumento
del tamafio de los poros de la MBG, perpetuando la presencia patolégica de albiimina
por la orina y estableciéndose una de las lesiones anatomopatologicas caracteristicas de
la nefropatia diabética.

Por tanto en el desarrollo inicial de la lesién renal del paciente diabético
intervienen de forma importante los glucosaminoglicanos, que se pueden medir en su
excrecion urinaria, y los enzimas encargados de su catabolismo, siendo uno de los mas
importantes la f-glucuronidasa.

Nos proponemos por tanto cuantificar la excrecién urinaria de GAG y la
actividad urinaria de la B-glucuronidasa en un amplio grupo de pacientes diabéticos que
hemos agrupado atendiendo al grado de afectacién renal siguiendo la clasificacion de
Mogensen.

Hemos estudiado un total de 194 pacientes sujetos de los que 64 eran controles
sanos y el resto pacientes diabéticos, distribuidos en: 55 pacientes con nefropatia en
Estadio I-1, 43 pacientes en Estadio I y 32 pacientes en Estadio IV.

Se descartaron todos aquellos enfermos con nefropatia de otra indole
(glomerulonefritis, otras nefropatias parenquimatosas, sindrome nefrético, pielonefritis)
asi como a los que presentaban infeccién urinaria o hipertension arterial que no fueran
diabéticos. Tampoco fueron incluidos en el estudio los que estaban en tratamiento con
IECA, aminoglucosidos, antiinflamatorios no esteroideos o ciclosporina.

La determinacién de p-glucuronidasa se realiz6 en orina de 24 horas siguiendo el
método basado en la hidrélisis enzimatica de GOLDBARG (Gastroenterology 1959; 36:
192-199) y la de GAG por el método colorimétrico de PENNOCK (J. Clin. Pathol.
1976; 29: 111-123).

Se realizé estudio estadistico descriptivo para los diferentes grupos. Se comprobd
la normalidad de las distintas variables cuantitativas mediante el test de Kolgonorow-
Smirnoff, En los diferentes grupos se realizo el test de comparacion de medias (t de
Student) o el andlisis de la varianza para una via y los test no paramétricos (Kruskall-
Wallis) cuando las variables no se ajustaban a la normalidad. Se acepté significacion para
p< 0,05. La correlacion entre las distintas variables cuantitativas se estudié mediante el
coeficiente de correlacion de Pearson, declarindose significativos para un valor absoluto
de 0,35.
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RESUMEN

Segiin nuestros resultados se observa un incremento progresivo de la actividad de
la B-glucuronidasa urinaria y de la excrecién de GAG conforme aumenta el grado de
afectacion renal en los pacientes diabéticos.

Comparando los resultados obtenidos de ambos pardmetros entre controles sanos
y pacientes diabéticos se puede comprobar que existen diferencias significativas con la
nefropatia Estadio I-11, Estadio 111 y Estadio IV con una p siempre inferior a 0,05.

También hemos encontrado diferencias significativas entre los grupos de
diabéticos entre si. Esta fue menor entre los Estadios Il y IV tanto para la B-
glucuronidasa como los GAG (p< 0,01) y mas amplia entre los Estadio I-II y Estadio IV
(p< 0,001).

El estudio entre la correlacién entre la B-glucuronidasa y GAG con el resto de los
datos bioquimicos demostré que solamente existfa correlacion en el Estadio 1II con la
creatinina urinaria y albuminuria (los GAG también para el aclaramiento de creatinina) y
en Estadio IV con el 4cido trico sérico, creatinina urinaria, aclaramiento de creatinina y
albuminuria.

Por tltimo comprobamos que existia correlacién entre B-glucuronidasa y GAG
en todos los pacientes con nefropatia diabética, independiente del grado en que esta se
encuentre.

De estos resultados podemos concluir que la determinacién urinaria de la
actividad de p-glucuronidasa y excrecion de GAG son unos pardmetros utiles para
detectar precozmente los cambios funcionales y estructurales ocurridos en el rifion del
paciente diabético, antes de que empiecen a aparecer las manifestaciones clinicas de la
enfermedad. El aumento de la actividad de la B-glucuronidasa, enzima lisosomico que

degrada los GAG, ocasiona una desestructuracion de la MBG, perdiendo esta su carga
negativa y favoreciendo la eliminacion urinaria de glucosaminoglicanos.
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