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A INTRODUCCION

A.l FRACASO RENAL AGUDO, DEFINICION Y GENERALIDADES

El rifén es un érganc cuya misién fundamental es la de mante-
ner canstantes las caracteristicas fisicoquimicas del liquido extra-
celular, y por lo tanto, de todo al madio interno.

Ante detarminadas circunstancias, el rifién puede responder mg
diante la paralizacidén parcial o total de sus funcionas, paralizacidn
que pueds ser reversible. £Es a esto a lo que se denomina Fracaso Re-
nal Agudo (FRA) o Insuficiencia Renal Aguda (IRA).

ElL FRA es una entidad clinicamente importante, tanto por el -
ndmero de pacientes afettados como por su gravedad, aungue esta (lti
ma se ha visto compensada por el desarrollo de los m&todas sustituti
vos do la funcidn renal (hemodidlisis, didlisis peritoneal).

La interrupcidn brusca de la funcidn renal da lugar a una si-
tuacién que; si bien no es tan espectacular como la insuficiencia -
aguda respiratoria 6 cardfaca, tiene en un periodo breve de tiampo
igual gravedad. Ademas el FRA puede presentarse en todas las épacas
de la vida, desde el lactante hasta el anciano, y complica la patolp
gf{as mis diversas (66). Sin embarqo, la importancia del conocimiento
de su patofisiologia dariva, no sdlo de su considsrable frecuencia y
gravedad sino, sobre todo, de su posiblé reversibilidad.

Es curioso que el término Fracaso Renal Agudo, de tanta tras=
cendencia en la nefrologfa moderna, no apareciera en la literatura -
médica hasta 1940, afio en 8l que fué utilizado por Bywaters para des
cribir la afeccién renal que aparecia en las victimas de los aplasta

mientos, frecuentes durants los bombardeos de Londres en la Sagunda



Guerra Mundial (66), sisndoc en este perfodo de tiempo cuando se hi-
cisron los primeros estudins sistemidticos ds esta afsccidn.

La nefropatfa vasomotora humana, que ocurre como consescusencia
de stiologias muy variadas, sse caracfériza por un volumen urinario -
muy reducido (oliguria), una disminucidén de la filtracién glomerular,
reduccidn de la capacidad de transporte tubular e isquemia cortical
(116). El flujo renal cortical, medido por métodos tales como gamma-
graffa con 85cripton (24), dilucién de colorantes (138, 182) u otros
métodos indirectos (70, 71, 126), se ha observado siempre reducido a
un 30~50% del normal, reduccidn que persiste mientras dure la insufi
ciencia renal.

Si esta reduccidn tan marcada del Flujo Sanguineo es debida -
exclusivamente a la constriccidn preglomerular, debe conducir inevi-
tablements a la reduccién de la presiédn efectiva de ultrafiltracidn
en los capilares glomerularss.

Los angiogramas realizados en pacientes con este tipo de FRA
han mostrado una clara disminucidén de la luz de las arterias arcifor
mes o interlobulares, indicativa de constriccién preglomerular (71).

Una base vascular para la insuficiencia renal en el hombrs pa
rece asi bien establecida para una serie de casos, siendo las altara
ciones hemodinadmicas constantes, independientemente de la causa sub-
yacente al FRA (70). De aquf{ la adopcidn por alqunos grupos dal tér-
mino "nefropatfia vasomotora"” para estse tipo de FRA (114, 115).

Aunque esta entidad se pressnte con sintomas dnicos: disminu-
cidn do la excrecién ds productos nitrogenados con su correspondien-
te aumsnto de poncentracién en 8l plasma (uremia, azotemia), disminu

cidén brusca del filtrado glomerular, alteraciones hidroelectroliticas



(retencidn de agua, hiperpotasemia) y frecusntemente, disminucidn -
brusca del volumen de orina (oliguria, anuria), tanto su origen (pa-
togenia) como los mecanismos fisioldgicos alterados qua subyacen (pg
tofisioclogfa) y su desarrollo {evolucién) son muy diversos vy, en mu

chos casos, s® sabe muy poco de ellos.

A.2 MODELOS EXPERIMENTALES

Buena parte de lo que se conoce de la patofisiologia del FRA -
ae ha averiguado mediante la utilizacidn de modelos expsrimentales.
Los mis importantes de entre los utilizados serdn descritos a conti-

nuacidén,

A.2.a Obstruccidn temporal de la arteria rsnal

Se induce medianta la oclusidn de la arteria renal durante un
perfodo de tiempo que suels ser de una hora (44, 94, 161, 176) ya -
que tiempos menores producen alteracidn funcional de poca importan-
cia, y mayores dan lugar a dafios irreversibles., Pueden distinguirse
dos formas fundamentales de llesvar a cabo esta isquemia.

a) Isquemia total: la artaria renal se ocluye completamente me
diante un microclamp despuds da haber administrado al animal un anti
coagulante (usualmentse heparina a 10 - 15 ¢/100 g de peso, i.v.){4a,
161).

b) Isquemia parcial; ha sido realizada en alqunas experiencias
por Lépez Novoa vy col. (94, 96) y Daugharty y col. (34, 35). Consis-
te en una ligadura controlada de la arteria renal de forma que sb sy

prima la filtracidn glomerular sin suprimir totalmente el paso de hg



maties por la circulacidn superficial,

Las alteraciones fisioldgicas observadas despuds de retirar la
obstruccidn de la arteria renal son pricticamente las mismas, aunque
hay pequefias diferencias quse mencionaremos‘més adelante.

Como el FRA producido es ﬁnilataral, cuando se ha querido estu
diar crénicamente las alteraciones inducidas, se ha realizado nefrec
tomia contralateral inmediatamente después de retirar la ligadura de

la arteria renal (92, 176).

A.2.b Infusidn de noradrenalina en la arteria renal

Cuando se perfunde gn la arteria renal de un perro noradrenali
na a una dosis de 0,75 -1 pg/Kg/minuto, el flujo sanguineo renal y -
el Flujo urinarig descienden prdcticamente a 0, y se mantienen a ese
nivel mientras dure la infusidn (73). Si la infusién dura mencs de -
30-40 minutos el rifén puede recuperarse (33) alcanzando a las 3 ho-
ras un flujo sanguineo que raramente excederd del 50% del basal. In-
fusiones de 2 horas producen ya un dafo irreversiblsa.

Tanto este modelo como el anterior pueden ser denominados "is-

quémicos" sin ninguna duda,

A.2.c Inyeccidén de glicerina

Ha sido posiblemente el modelo més vtilizado tanto por su sim-
plicidad como por su enorms paracido a uno de los tipos més conoci--
dos de FRA c¢linicos, el denominado sfndrome de aplastamiento (Crush-
Syndrome). Se lleva a cabo por inyeccidn 1ntramuscula£ o subcutdnea
de glicerina (50%) en agua destilada, 10 ml/Kg de pesa. Poco tiempo

despuds el animal empieza a producir una orina de color rojo burdeos,



que contiene una gran cantidad de pigmentos, fundamentalmente mioglp
bina y hemoglobina. En principio se pensé que o bien la glicerina
"per se” o bien la mioglobina o alguna otra sustancia liberada de la
zona inyectada, tenian un efecto téxico directo sobre las células rg
nales, Posteriormente se ha comprobado que no es as{, y que su accidn
gs fundamentalments da tipo hemodindmico (164). En la fase inicial,
tras la inyeccifn intramuscular de glicerina se produce una disaminu-
cidn muy importante del volumen plasmitice posiblemente por “atrapa-
mienta" de plasma y proteinas en el sitio de la inysccidén. El gasto
cardiaco descianda hasta en un 64% a las 3 horas. A las 12 horas to-
dav{a se mantiene bajo y a las 24 horas es ya normal (75). Aunque la
hipaovolemia seria un Factor que contribuiria a la disminucidn del GC
habrfa otros factores que también colaborarian, como son la influen=
cia directa de la glicerina sobre el miocardio y. la elevacidn de la
prasién arterisl sistémica (180). La administracién aguda de plasma
o solucidn salina me jora sl gasto cardiaco (180) y ol FG (95) pero

no de una forma completa.

A,2.d Administracidn de sales de uranilo

El FRA por sales de uranilo se realiza fundamentalmente con -
acetato o con nitrato de uranilo.

La infusidn de acetato de uranilo en la arteria renal (0,5 mg/
Kg,20 min) induce un rapido descenso del FG, con aumento rdpido de
la excrecidn de potasio y un aumento més lento de la excrecidn de sg
dio (175).

La administracidn IV de una sal de uranilo en perros produce

unos resultados que varian segdn las dosis empleadas. Dosis de 2 mg/Kg
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producen disminucién del FG (medido por el aclaramiento de ereatini
na) y del FPR segin estudiaos realizados por Steffen y col. (5). Con
la misma dosis y via ds sdministracién, Tyrakowski (174) sélo obser
vé disminucidén dal FP cortical. Dosis de 10 mg/Kg inducen disminucién
dal FPR y del FG inmediatamente después de la administracidn de la
sal de uranilo (175).
En la rata, se ha visto que la administracidn subcuténaq de

nitrato de uranilo sn dosis a partir de 2,5 mg/Kg causa elevacidn
de la urea plasmiatica. Las dosis m4s utilizadas han sido alredsdor
de 15 mg/Kg y se han observado tanto alteracionses funcionales, dis
minucidn del FG, FGN, FPR, (49) como histoldgicas (16, 155).

’ En gl conejo se ha utilizado dosis entre 0,2 y 2 mg/ kg intra
venoso Yy se ha observado que en todos los casos reduce el FG (111,

156) y a la dosis mayor también el FPR (156).

R.2.8 Administracidn_de cloruro mercirico

El mercurioc as uno de los téxicos renales mis antiguamaente
conocidos. Las dosis y vias usuales de administracién son las siguien
tes: En la rata por inyeccidn subcuténea a dosis entre 4 y 5 mg/Kg
(86, 135, 162) o intravenosa a las mismas dosis. En conejos la dosis
a emplear son mucho méds bajas (1,5 - 2 mg/Kg) (149 bis). Estas doais
producen un FRA subletal, reversible y con grandes aumentos de la

azotemia,
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A.3 PATOFISIOLOGIA DEL FRACASO RENAL AGUDO

A.3.a Generalidades

La patofisiologia del Fracaso Renal Agudo esti todavia muy mal
conocida a pesar de la gran cantidad de publicaciones aparecidas en
los dltimos afos. Da allas puade deducirse que son cuatro los meca-
nismos fundamentales que, actuando individualmente o en canjuncidn,
pueden ser responsables de las alteraciones observadas en el Fracaso

Renal Agudo.

1. Alteracidn hemodindmica renal con disminucidn de la presidn
afectiva de ultrafiltracién,

2. Alteracién del coeficiente de ultrafiltracidn.

3. Alteracidén de la permeabilidad tubular por lesidén del epite
lio y resorcidén indiscriminada del fFluido tubular.

4, Obstruccidn tubular.

Es necesario tener tambian en cusnta que alguno de estos meca-
nismos puede ser de aspeclal importancia en la iniciacidn del FRA -
mientras que otros son responsables fundamentalmente del mantenimien
to de la insuficiencia renal.

Un hecho constante del FRA es la disminucidén de la tasa de fil
tracidn glomerular, o al menos de la tasa de filtracidén glomsrular
"aparsnte”, Esto significa que la medida del aclaramiento de inulina
hecha a partir de la orina vesical o ureteral ofrece un valor por dg
bajo del normal, Esto puede no significar que, efactivamenté, la fil
tracién glomerular estd ocurriendo a un ritmo hajo. Por e jemplo, en

8l supuesto de que no exista ningdn tipo de alteracidn hemodinamica



ni disminucidn del coeficiente de ultrafiltracidén, y si, en cambio,

un sscape de fluido tubular a

través del epitelio dafiado, la tasa de

filtracidén glomerular renal seria normal, pero parte de la orina no

alcanzarfa la pselvis renal y volverfa a la circulacidn perltubular,

por 1o que el aclaramiento ds

trado glomerular.

inulina daria una medida falsa del fil

Asimismo, para poder comprender con facilidad sl efecto que -

las alteraciones anteriormente citadas padrianm tener sobre el FG, es

necesario estudiar bravements

la dindmica de la filtracidn glomerular:

Morfolégicamente, la unidad filtrante, el glomérulo, estéd compuesto

por una serie de capilares glamerularss a través de cuya pared, com

puesta por el endotelio capilar, la membrana basal y el epitelio se

realiza la ultrafiltracidn. La sangrs entra al glomérulo a travéds de

la arteriola aferente y abandona el glomérulo a través de la arterig

la efarents.

Esquemiticamentse, la uni

dad filtrante la podemos repressntar

asi:
aa T Y ae
— 7 o _ _ l _____ o

'1’[

La tasa de filtracidn glomerular (FG) es igual a la diferencia entre

el volumen que entra por la arteria aferente (Va) y el que abandona

el glomérulo por la eferente

FG = Va - Ve

Va)
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La magnitud del flujo de entrada y salida depende primariamente de
la presidn en la arteria aferents (Pa) y an la sferents (Pe), y de
sus respectivas resistencias (Ra y Re). La resistencia arteriolar es
td determinada por el grado de vasoconstriccidn de los misculas li-
sos de las arteriolar glomerulares, ya que parecen ser los dos dni-
cos puntos de todo el rifidn en los que pueden regularse las resiéteg
cias. Asumiendo que la resistencia capilar glomerular se centra en
un punto tedrico equidistante entre Ra y Re, la magnitud de Va depen
de del gradiente de presiones (Pa - Pg) a través de dos resistencias
en serie:

Va:.p—g_:_._p.g._ 1.2
Ra + Rg

siendo Pg la presién en el capilar glomarular,
De una forma similar, el valor de Ve seria

Ve =_P_g_;_Pg 1.3
Rg + Re

Como Rg se ha demostrado (39) que es muy pequefa en comparacién con
Ra y Re las ecuaciones 1.2 y 1.3 pueden reescribirse eliminando Rg.
Sustituyendo las ecuacioness 1.2 y 1.3 y simplificando la ecuacidn 1
tenemos ‘

Pa - Pg Pg - Ps

FG = - 1.4
Ra ) Re

Légicamente Pg no 8s constante, y va disminuyendo a lo largc del ca
pilar glomerular desde un valor inicial igual a Pa hasta un valor
final iqual a Pe.

Si suponemos que la disminucidén es lineal, el valor de Pg en el cen
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tro del elemento filtrante (Rg) serfa:
Pg = Pa + Pa : . 1.5
2
Sustityyendo 1.5 en 1.4 tenemos:
1 Pa~Ps Pa-~- Pa
2 Ra Re

Fg = 1.6

La scuacién 1.6 nos demuestra que, en lo gue concisrne a la hemodini
mica de la circulacidn glomerular, la magnitud de FG visne dada por

las presiones y las resistencias de la arteriola aferente y eferente.
As{, un aumento an la Pa, suponiendo‘que los utrﬁs parametros perma-~
nezcan conhstantes, produce un aumento del FG, mientras qus un aumen-
to en Ra hace disminuir el FG, En contraste, un aumento en Rs aumenta
el FG, Es de destacar que estas alteraciones estdn mediadss por cam-

bios en la Pg. Si tensmos sl elemento filtrante:

para llevar a cabo la filtracidén es necesaria una energia (suminis~
trada por el sistema cardiovascular) suficisnte para desarrollar:

a) una fusrza psmética () para separar las proteinas del plasma.

b) una fuerza hidrostética (P) necesaria para vencer la resistencia
de friccién que hace la membrana filtrants al paso del fluido fFiltra
do.

Ya que la ultrafiltracién separa fundamentalmente protefnas, la fuer

Za osmdtica es igual a la diferencia entre la presidn coloidosmética
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del plasma (7%) y la de la cipsula de Bowman (7Y ),

- 1.7
TT—T‘Q—T‘C

Sin embargo, el ultrafiltrade estd prdcticamente libre de protefnas;

luegaTc es praicticamente igual a 0, por lo qus:

’T‘:T\g 1.8
La fuerza hidrostitica serfa la difarencia entre la presidén hidros-
tidtica an 8l capilar glomerular {(Pg) y la presidn hidrostatica en la

cdpsula de Bowman y al tibulo (Pc)
p:Pg—pC 1.9

La cantidad de fluide filtrado es propoercional a la presidn de ultra

filtracién,APF,qus a su vez as la suma algebraica de P y7%.
FG = KP x Pf _ 1.10
APP = P ~ T 1.11
Sustituyendo 1.8 vy 1.9 y 1.11 en 1.10, nos queda:
FG = KP (Pg — Pi -7\q) 1.12

donde KF 8s al coeficiénte de ultrafiltracidn de la membrana filtran
te, que a su vez as 8l producta del cosficiante de permeabilidad (Kg)
que representa la permeabilidad intrinsaeca de 1a membrana de ultrafil

tracidn y ds la superficie efectiva de ultrafiltracidn (Kf).
Kf = Kg x Sf : 1.13

De acuerdo con Branner y col (39), los cambios en la concentracidn
de proteinas plasmiticas influyen enormemente en al filtrado glomeru

lar. Este sfecto es mediado por cambios en 7Xg. Pero 7‘9 no @s una
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constante, 8ino que al ir produciéndose la fFiltracién glomerular,
la concentracidn de proteinas en el plasma de los capilares glomery
lares va aumentando desde un valor inicial igual a /V a hasta un va-
lor final igual a 7Ve.
Como "a as idéntica a la presidn osmética de las proteinas de la -~
sangre arterial (7(p), aplicando la lay de la conservacién ds masas
a las proteinas plasmiticas nos queda:

9 = FPR_ T<p : 1.14

FPR-FG

De la scuacifn 1,14 se deduce que para una presién oncdtica fi ja,
al aumento de 7Tg as proporcional al FPR,
' Otro hacho fundamental es el dascrito.por el grupo de Brenner (39)
ds gus, al menos en la rata, la presidn efective de ultrafiltracidn
(APf) alcanza un valor de 0 antes de la arteriola aferente, lo qus
implica que 7Tlg alcanza un valor igual a PP - Pc, por lo que cesa la
filtracidn.
Varias y muy importantss son las consecuenciaas que de esta observa
cién pueden desprenderse: en primer lugar, la superficis afectiva de
ultrafiltracién (Sf) es menor que la supsrficie potencial de ultra-
Piltracién. En sagundo lugar, al aumentar el flujo plasmatico por sl
elemento Piltrante se alcanzard mids tarde el equilibrio 7‘9 = Pg - Pc,
por lo que aumentara SF y por lo tanto FG.
As{, fi jandonos en las ecuaciones 1.10, 1,13 y 1.14 vamos que el FG
es dependiente del FPR al ‘alterar §stos los valoras de 7\g y de Sf,

FG = Kg. SFf Pg - Pi 2 Tp 1.15
FPR - FG



- 13 -

En lo que a la fisiopatologia del fracaso renal agudo so refiere, de
bemos fi jarnos especialmente en que de acuerde con 1.15 el FG s una

funcidn del FPR:

FG = rl (FPR) 1.16

del coaficiente de ultrafiltracidn,

FG = KF APF l.10
FG =, ( Kg) 1,17
FG = £y (SF) ‘ 1.18

y de las presiones y resistencias afersntes y efersntes, de acuerdo
con la scuacién 1,6
Pa - Pe _ Pa - Pe

Ra Re

FG = 1/2

A.3.b Alteracidn hemodindmica renal

En todos los modelos de FRA de tipo isquémico o vdsomotor (gli

cerina, pinzamiento de la arteria renal, infusidn de noradrenalina)

sa ha encontrado una reduccidn del flujo plasmitico renal y un aumen
to de la resistencia renal,

Ayer y col (8), utilizando el método del "lavado de Xenon" (Xg
non Washout), encontraron una dis@inucién del 19% en el FPR en los
10 primaros minutos despuds de la inyeccidn intramuscular de gliceri
na en ratas. Utilizando otros métodes se ha podido observar que este
dascenso era adn mayor a las 24 horas (30,.73).

En el modelo de oclusidn de la arteria renal, Arendshort y col.
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(6) han estudiado la hamodinimica renal despuds de 1 bora ds oclu-
aién, Entre 30 y 40 minutos despuds de haber interrumpido la oclusidn
arterial, el FPR sstaba dighinuido en un 40% y la resistencia renal
elaevada en la misma proporcidén. Daugharty y col (35) sncontraron una
disminucidn de un 40% en el FP de los glomérulos superficiales 1 ho-
ra después de habarse restablecido la circulacién normal par la arte
ria renal. ' _

€n el modelo de infusidn arterial de noradrenalina (30 minutos)
el flujo sanguineo, que era prdcticamente nulo durante la infusidn,
éumenta lentaments hasta alcanzar después de 3 horas alrededor de un
30% del valor previo a la infusidn (102), .

Ya maas tardiamente, en las 24-48 horas de la iniciacidn del -
FRA, la disminucidn del FPR no parece jugar un papel importante en
la alteracidn de la funcién renal.

En el modelo de glicerina, hay autores que han enéontrado el
FPR disminuido (8!30, 31) misntras que otros no han encontrado varia
cidn (73). La infusidén de solucién Ringer 18 horas despuds de la in-
yaccidn de glicerina puede sliminar la vasoconstricciém renal sin res
taurar el aclaramiento de inulina. Sin embargo, si la infusidn de Rip
ger se hace 3 horas despuds ds la inyeccién ds glicarina, se pueds -
consequir volver a los niveles basales tanto el FPR camo el FG, Tanto‘
en 8l modelo de ligadura de la AR (6) como en el de la infusidn da NA
(32) la infusidén de Ringer produce una rscuperacién del FPR sin mejo—‘
rar el aclaramisnto de inulina. )

. La disminucidén del FPR, comin en todos los modelos isquémicos o

vasomotores, es menos uniforme en los modelos nefrotdxicos.
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Flamembaum y col (52) y Stein y col (152) han descrito dismi-
nuciones del FPR de hasta un 60% en la fase de iniciacidn del FRA in
ducido por nitrato de uranilo. Sin embargo Blantz (18), utilizando -
dosis adn mayores del agsnte nefrotdédxica, no encontrd ninguna alterga
cidn del FPR, Estas expsriencias habian sido hechas eﬁ ratas. También
en sl perro, Mauk y col (102) consiquieron separar la disminucidn dal
FPR y la del FG, Al administrar PGE2 en una de las arterias renales
de un perro tratado con nitrato de uranilo mantuvieron el FPR eleva
do un 50% por encima del basal, pero el aclaramisnto de inulina se
mantuvo muy disminuido, del mismo orden que el rifién contralateral,
no vasodilatado. En el modelo de cloruro mercdrico, el FPR estd tam
bién muy disminufdo en los primsraos momantos del FRA (9). 48 horas
despuds da la induccidn, el FPR se ha encontrado normal o elevado
tanto en la rata tratada con cloruro mercdrico (71, 31) como en el
perro con nitrato da uranilo (152).

Las alteraciones intrarrenales que dan lugar al aumento de la
resistencia vascular renal no sstan bien definidas. Algunos investj
gadores han ancontrado que la disminucidn del aclaramiento de inuli
na y del flujo urinario es mayor que la disminucidn del FPR, Este -
hecho ha sido explicado como una combinacidn de vasoconstriccidén afg
rente y vasodilatacién eferents (139). De acuerde con esto, ia frag
cién de filtracidn estd disminuida en sl FRA experimental (10) vy en.
al humano (139).

Mediante daterminaciones dirsctas, Daugharty y col (35) estu-
diaron la dindmica glomerular 1 hora después de haber rstirado la obs
truccidn de la arteria renal, y encontraron que el FGN y el FPRN

estaban disminuidos a la mitad de los valores controles con un aumen
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to proporcional de las resistencias aferente y eferants.

Tampoco las bases fisioldgicas dsl aumento de la raesistencia
renal en los diversos modelos expsrimentales dé FRA estin claras., Se
ha propuesto que sl hinchamiento celular endotelial podr{a ser la cau
sa. La hipétesis es la siguiante: una isquemia rsnal como la produci
da por la oclusidn temporal de la arteria renal, hipotensién, atec., -
producirfa hipoxia en las células del endotelio de las arterias y en
los capilares renales. Esta hipoxia afectarfa, sntre otros comple jos
eniiméticos, a la bomba de sodio, por lo que las células serfan inca
paces de reqular su volumen y ocluirfan la luz de los peguefios vasos,
da forma que, aunque se elimine la causa inicial de la isquemia, la
circulacidn no vuelve a la normalidad . Aunque a favor de esta
hip6tesis estd sl hscho de que la infusifn de Manitol (que produciria4
un efecto osmético extrayendo el agua de las células y devolviendolas
a su volumen normal, permitiendo asi, el reflujo de sangre al riffon)
me jora el FRA. Sin embargo, esta hipdtesis no pueds explicar el he-
cho observado en nuestro laboratorio de que la infusidén de papaveri
na (relajants del misculo liso) en la arteria renal de la rata mejo
ra el FRA, por ligadura de la arteria renal (176) mientras que la in
fusién sistemica de la misma dosis de papaverina no lo hace (92).

Otra de las hipdtesis més utilizada es la participacidn del Sis
tema Renina Angiotensina (SRA) en el FRA. Fué Goormahtigh, hace mis
de 30 affos, el primerc que postuld esta hipdtesis (S55). Este autor
demostrd una hipertrbfia de las células del aparato yuxtaglomerular
en paclentes con FRA postraumidtico y supuso que habfa liberacién de

una sustancia vasopresora del aparato yuxtaglomerular que produciria

~una disminucidn del FPR y del FG,
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La renina plasmitica aumenta en los estados iniciales del FRA
clinico (B4, 173) y experimental (21, 41), En favor del papel del -,
SRA en la patofisiologia del FRA estd la demostracién de que la infy
sién i.v. de Angiotensina II (AII) en el conejo produce alteraciones
funcionales e histoldgicas similares al FRA (57, 101). Ademis la is- :
quemia cortical es mayor en las nefronas mads superficiales, gue son
las més ricas en renina (22, 37).

Otro hecho que apoyaria la participacidn del SRA en la vasocong
triccién del FRA as que las ratas que behen ClNa gl 1% durante al me-
nos 3 semanas no desarrollan un fracaso renal agudo cuando se les ad
mimistra una inyeccidn intramuscular de glicerina (103, 40). Algo sSi
milar se ha obtenido para los modelos de dicromato potdsico (65), clo
ruro mercidrico (40) y nitrato de uranilo (49). Es de particular inte
rés el hecho de que los animales protegidos funcionalmente por la spo
brecarga oral de sal desarrollan necrosis tubular histoldgica simi-
lar a la de las ratas no protegidas (40). Es bien sabido que la in-
gestién de grandes cantidades de CINa suprimen el. SRA a través de la
inhibicién de la sintesis de renina (58). En base a ello se podria
obtenar la conclusidn de que la sobrecarga de sal protege del FRA a
través del agotamiento de renina, lo que apoyaria la hipdtesis de un
papel preponderants dal SRA en sl FRA, Sin embarqo, otros Factores
deben ser también considerados, Por e jemplo, se sabe gue las ratas
que reciben un aporte diario muy grande de sal beben mis que las con
troles y tienen tambidn mds Plujo urinario (103). Ademis, los anima-
les que reciban la sobrecarga de sal siguen bebiendo después de la
inyeccidén de glicerina, a diferencia de los normales, que dejan ds

beber (153). Esto puede tener una gran importancia en sl mantenimien
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to dsl VEC y del flujo urinario sn las ratas con alta ingesta de sal,
ademis de otras alteraciones hemodindmicas que tendr{an lugar con la
sobrecarga crdénica de sal y que podrian jugar un papel en la protec-
cidn dal FRA.

Se ha dempstrado también que la produccidn de una natriuresis
y diuresis elevadas (hecho‘que presentan las ratas sobrecargadas de
sal), aln sin alterar la actividad renina plasmitica (ARP) o la con-
centracidn renal de renina, protege del FRA experimental (162)., La
sobraecarga oral de ClK, qua inhibe la sintesis renal y la liberacidn
de renina, protegfia menas del FRA que la sobrscarga de ClNa, a pesar
de una reduccidn similar de ARP (50). Ya que la supresién del conts
nido renal de renina ss manor con el ClK que con sl ClNa, se pensé

que la diferencia en la proteceién se debfa a la menor disminucidn

. de la renina intrarrenal.

Otro hecho que parece apoyar la intervencién del SRA en la pa
tofidologia del FRA es la obsarvacién da que sl tratamiento con F-—
bloqueantes me jora la respuesta renal a la induccién del FRA axperi
mental producido por glicerina (47, 77, 90, 122, 123). La explica-
cién a esta observacidn parscia simple: el tratamiento con praprang
lol iphiba lailiberacién de renina del aparato yuxtaglomerular (25)
Y, por lo tanto, .impadirfa la sintesis intrarrenal de AII y la vasg
constriccién subsiguiente. A

Sin embargo, Lépez Novoa y col. apuntaron la posibilidad de -
que el propranoclol tuviéra también una aceién alterando los comparti
mentes 1fquidos del organismo (122). Asf, sa ha demostrado en nues-
tro laboratorio que la administracidn crdnica de propranolol produce

uyna retencifn de agua y sal, aunque el animal puede escapar da ella
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(91). En base a esto, inducisndo el FRA en diversos momentas de ex-
pansidn de volumen extracelular y midienda el contenido renal de rg
.nina, llsgamos a la conclusidn de que la proteccidén conseguida por
el tratamiento con propranolol estd mas en la alteracidn del volumen
extracelular que en la inhibicidn de 1la liberacidn de renina (90).

Hay otra serie de trabajos en los que se discuten el papel del
SRA en la dismirucidn del FG y el aumento de la resistencia vascular
en el FRA. Flamembaum y col. inmunizaron ratas contra la renina cir
culante (50). Aunque la inmunizacidn fue efectiva, deprimisndo el au
manto de la PA que se produce al administrar renina exdgena, no pro-
tegfa del FRA inducido por glicerina o cloruro mercdrico (50). Resul
tados similares fueron obtenidos por Oken (118) y Powsll Jackson
(134) inmunizando activa o pasivamente contra angiotensina II. Asi-
mismo se ha aliarado el SRA con inhibidores de la enzima de canver-
sién y con saralasina (un antagonista sintético de 1a AII). Ambas me
joraban el FPR 3 horas despudés de la inyeccién de glicerina, peroc no
me joraban la ursemia,

Para discutir con mayor rigor el papel de la renina en la pato
fisiolagia del FRA, es necesario delimitar el papel de la renina en
la requlacién intrarrenal de la sxcrecidén de sodio, del filtrado glo
merular y del FG.

Asi, de acuerdo con Thurau (166, 167) y Andreucci (3), estd cla
ramente demostrado que todos los elementos necesarios para la produc
cidn renal de AIl (angiotensindgeno, renina, anzima de conversidn)
estin localizados en el rifién. Asi, cuando ocurre un sumento de la -
filtracidén glomerular o un descenso en la resorcidn proximal, una ma

yor cantidad de CINa alcanza la micula densa. Esto representa la se-
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flal para la liberacidn de renina. Se forma entonces Al, que se con-
viarte en AIIl por accidn de la enzima de conversidn. La AIl produce
vasgconstriccién, fundamentalmente en las arterias aferentes, prody
ciendo una disminucidn de la FG, y por lo tante sliminando la causa
primaria del exceso de llegada de ClNa., Este mecanismo de retroali-
mentacidn tdbulo-glomerular estaria constantemente funcionando en el
tifidn normal para prevenir la pérdida de ClNa por ajuste des la fil-
tracidén glomerular y la resorcién de ;odio en el tiybulo proximal,

Masson y Thurau (100) han sugerido que aste mecanismo de retrg
alimentacién tdbulo-glomerular se pondria en funcionamisnto cuando
la resorcidn tubular proximal estuviera diminuida a causa del daffo
tubular funcional. La llegada de mis cloruro sédico a la micula den
sa serfa la sefial para la activacién intrafrenal del SRA, y la cong
triccién de las arterialas aferentass a causa de la AIl generada seria
la causa de l&a resistencia vascular aumentada, la disminucidn del FPR
y del FG y, como consecusncia, de la anuria,

En apoyo de esta hipftesis estid al hallazgo de Schnerman y col.
(145), quienes han demostrada que la concentracifn de ClNa en las mus
tras de fluido tubular recogidas por micropuncién en las primeras -
asas del tdbulo distal (cerca de la macula densa) gs mayor en las ra
tas con FRA pastisquémico que en las ratas normales. ’

Ldpez Novoa y col. {94, 96) han demostrado tambign que las ra
tas con FRA postisquémico presentan una disminucidn muy importante

de la resorcidn tubular proximal, Resultados similares han sido ob-

" tenidas por Flamembaum y col. en el FRA por nitrato de uranilo, se h

encontrado una actividad de renina aumentada en el aparato yuxtaglo-

merular.
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Creemos que todo lo antsriormante citado deja bastante en el
aire sl papsel del SRA en la etiologfa del FRA, y es muy dificil prg
nunciarse 8n uno u otro sentido.

Otro sistema que ha recibido recientemente particular atencidn
como implicado en las alteraciones hemodindmicas del FRA es el de -
las prostaglandinas renaless. Es muy grande la evidencia que existe
acerca del papel fundamental de las prostaglandinas en la rsgulacién
de la hemodindmica remal (89, 104, 105) y del balance de agua y sodio
(178). Fine (3) fué el primerc gue sugirid que las prostaglandinas
podrian estar implicadas en las alteraciones hemodindmicas del FRA.
Posteriormentas Torfes y col. (172) demostraron que la indometacina,
un inhibidor ds la sintesis de prostaglandinas, aumenta la gravedad
del FRA induuiao por glicerina, Esto ocurre salamente an los modelos
circulantes y no an 8l nefrotéxico, ya que la indometacina no agrava
gl FRA inducido por cloruro merclrico . Ademds, Weis y col. (183)
han encontrado un sfecto protector contra el FRA inducido por gliceri
na cuando se infundia PGE2 intravenosamente inmediatamente despuéds de
le induccién del FRA. '

Sin embargo, no pareca probable que una deficiencia en la pro-
duccién de prostaglandinas "per se" sea operativo en el modelo de -
glicerina, ya gue se ha sncontrado un aumento da la concentracién me
dular del PGEZ en sl conejo tratado con glicerina (171). En este sen
tido ss necesario sequir estudiando el papel de las prostaglandinas
en la patogenia del FRA.

También se ha implicado a la vassopresina en el aumsnto de la
resistencia renal tras el FRA inducido por glicerina. Hoffbauer y

col. (68) obsarvaron que 2 horas despuds de la induccidn del FRA se
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producia un aumento de la presidn arterial coincidiendo con un aumen
to de los niveles de vasopresina, que alcanzan 40 veces los valores
basales, misntras que la concentracién de renina plasmitica solamen
te se duplicaba. La inyeccidn de un antisuero antivasopresina hécia
descender la PA alrededor de 10 mmHg mientras que un antagonista de
la AII, la saralasina, no tenfia efecto.

De estas experiencias concluyeron gque, al menos en parte, la
vasoconstriccidn observada en el FRA inducido por glicerina seqdaba
al aumasnto des la concentracidn plasmatica de vasopresina, mientras
que el SRA apenas contribuye a ello., Posteriores experienciés del -
mismo grupe en riffdn aislade (67) y en ratas con diabetes insipida

hipotaldmica (83) han confirmadao esta hipdtesis,

A.3.c Alteracidén del coeficiente de ultrafiltracién

Un cierto nimero de esstudios recientes han puesto atesncidn en
los posibles cambios en ®l coefPicisnte de ultrafiltracidn (Kf) que
pudiaran ocurrir en el FRA. En dos estudios recientes ss ha demostra
do una disminucidn del KFP en modelos experimentales de FRA, Blantz,
{(14) estudiando el modelo de nitrato de uranilo en la rata, encontré
disminucidn muy importante (S0 y 75% con dosis de 15 y 25 g/Kg res-
pectivamente) del Kf, Reducclaonaes similares s$e han.encontrado an al
modelo de gentamicina (15). 5; han encontrado también evidencias in
dirsctas en ptros modslos. Cox y col. (32) han estudiada perros con
FRA unilateral inducida por la infusidn de noradrenalina. Aungue el
FPR se reduce en un primer momento, luego vuelve a niveles ngrmalss;
sin embargo, sl perro sique andrico por el rifién infundido. Al exa-

minar bajo el sstereomicroscopio la superficie del rifién se podia -
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observar que todos los tdbulos estaban colapsados, un hecho que po-
dria ser indicativo de un fallo primario en la Filtracidn glomeru-
lar. Considerando todas las posibilidades que podrian explicar la
inaxistencia de filtracidn gloﬁarular en presencia de un FPR normal,
una alteracidén del Kf parece mds ldgica, de acuerdo a la ecuacidn
1.10 del apartado A.3.a. Para confirmar esta hipdtesis, se estudia-
ron los glomérulos por microscopio electrdénico de transmisién y de
barrido {Scanning), Con la microscopfa de transmisidén se pudo obser
var una pérdida de estructura normal de los pedicelos en todos los
glomérulos. Mucho mds evidentes fueron las iméQenes con sl microsco
pio de barrido, gque demostrd una alteraciédn total de la estructura )
de los podocitos, con alteracfén del cuerpo celular y sin diferen-
ciacidén posible de los podocitos primarios, secundarios y terciarios.
Estos hachos estan de acuasrdo con la posibilidad de que la no forma
cidn de filtrado glomerular se debe a una modificacidén de la estruc
tura normal del glomérulo que produciria una alteracidn bien en el
coeficiente de permeabilidad (Kg) o en la superficie de ultrafiltra
cidn o en ambos, lo que llevaria consigo la disminucidén del coefi-
ciente de ultrafiltracidn (Kf; ecuacidn 1.13).

Alteraciones similares pero mucho mas leves se han encontra
do también en al modelo de nitrato de uranile, lo gue acompafia a -
dascensos menores del FG (152, 154).

En el modelo de cloruro mercdrica en el perro, se encontraron
cambios funcionales similares al del modelo de noradrenalina (39).

48 horas después de la administracién del téxico, el FPR estaba aumen
tado por encima del valor basal paro los animales estaban andricos,

y po habfa svidencia de filtracidn glomerular. La microscopia elsc-
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tronica de barrido revelaba alteraciones glomerularas miﬁimas y si-
milares a las de los animales gue recibian una dieta de gran conte-
nido en sal y que no hacian FRA. '

De varios de estos resultados puede deducirse gue, segdn la ma
yorf{a de los estudios, el Kf estd disminuida en el FRA, aunque el -
significado funcional de las alteraciones morfoldgicas glomerulares
descritas en algunos modelos de FRA estd aidn por evaluar.

Hasta el presente hay poca informacidn acerca de si los cambios
en el Kf son debidos primariamente a disminucién del &rea sfactiva
de ultrafiltracidn (SF) o a la conductividad hidriulica o permeabili
dad intrinseca de la membrana (Kg). En ast; sentido se ha demostrado
que.la AII causa una marcada vasoconstriceidn y presumiblements una
disminucién de la superficie de los capilares glomsrulares (72). Hay
también evidencias directas de receptores especificos para AIl en el
glomérule (150). Es posible asi que la AIIl o cualquisra otra substan
cla vasoéctiva pueda tener efscto directo en la circulacién capilar
glomerular y cause alﬁeraciones profundas en la dinamica glomerular.
Ademds, las células mesangiales presentan también ciertas caractsris
ticas similares a las del mﬁéculo liso y, consecuentemente, puedan
tener propiedades contréctiles que slterarfan la superficie efPectiva
de ultrafiltracidn., o

El coeficiente de ultrafiltraci6n se ha visto también disminuf
do en circunstancias en las qus 8l FPR estaba mantenido o incluso -
aumentado (14,15). Aunque.siempre.as posible hacer hipdtesis an las
cuales, a pesar del aumento de FPR estd disminufido 5f, parece mis -
probable que sea Kf, o sea,la permeabilidad capilar,la que estid dis-

minuida.
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A.3.d Salida de fluido tubular a travds de las paredes daiadas del
spitelio '

Richards en 1929 fue el primeroc que sugirid que el fracaso re
nal agudo oligdrico podria ser el resultado de la resorcién indiscri
minada de grandss cant{dades de fluido a través del spitslio tubular
dafiado, y lo hizo a propdsito de obssrvaciones directas de la circu~
lacién glomerular sn la rana tratada con cloruro mercurico (140).
Posteriormente Dliver y col. (120, 121) insistieron en la misma idea.

Bank y col. estudiaron sste problema en la rata tratada con
Cleg (12). Midieron el filtrado glomerular de las nefronas indivi-
duales (FGN) por tdcnicas de micropuncidén en ratas, 24 a 48 horas
despuds de la induccidn del FRA, utilizando inulina como marcador,
Si se pincha un tdbulo superficial de un rifdén preparado para micro
puncidn y se hace una coleccién de fluido tubular durante un tiempo
exactamente medido, la inulina filtrada {(FGN x In p) debe ser igual

a la cantidad de inulina recogida en &l sitio de micropuncién

( In FT % VFT)’ o sea:

FGN x In . = In FT b3 VFT 2.1
siendo In o la concentracién de inulina en plasma, In T la concen
tracidn de inulina en el fluide tubular y VFT el volumen de fluide
tubular recogide en un minuto. De aquf se deduce que:

Inpp x Veq
FGN = —m™MmMm8m ¥ —— 2.2
In

p
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Ldgicamente, al no poder salir del interior de la luz tubular
la inulina en condiciones normelss, sl FGN debs ser constante, cual-
quiera que sea el sitio del que se obtenga la muestra de fluido tubuy
lar por micropuncidn {4). En las ratas con anuria secundaria a la in
yesccién de cloruro mercdrice, el FGN descendia a medida que sl puato
de toma de muestra sa alejaba del glamérulo, siendo muy bajo cuando
la micropuncidn se hacf{a en el tdbulo distal. Esta observacidn Fus
axplicada como el resultado de la salida de inulina de la luz tubu-
lar a causa del dafo del epitelio tubular (12). Esta hipétesis viena
apoyada por experiencias con inyeccidn de lisamina verde. Esta es un
colorante que ss libremente filtrado por el rifidn y no es ni secreta
do ni absorbido por el tﬁbulo.renal cuando se inyecta sn un animal
normal, Cuando se observa la superficie del rifidn despuds de la in-
yeccién dsl colorante, se pusde ver que aparece ripidamsnte en-:las
asas superficlales, y los tdbulos se van volviendo mis oscuros a me
dida que el colorante va.avanzsndn por ellos, por la concentracién
progresiva de lisamina verde debido a la resorcién de agua. Por el
contrario en la rata con FRA con cloruro mercdrico la intensidad de
color va disminuyendo segin el colorante va avanzando por el tidbulo.
Ademis, el colorants no aparecfa en el tdbulo distal (12). Estos rs
sultados sugieren que hay un escape de lisamina verde a travéds de la
pared tubular daffada y apoyan la idea de que la anuria se debe a la
resorcién indiscriminada de fluido. Esta finterpretacién fue apoyada
por los estudios de Steinhausen y col. (I158) que muestran que cuando
se inyecta 1l‘l::—i.nu].ina en el interior de los tubulos de un rifdn,
parte dae la radioactividad aparec{a en la orina del riAdn contrala-

teral, lo que sugarfa una resorcién de inulina por el tdbulo y, por
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lo tanto, una permeabilidad alterada.

Estos estudios no fusron confirmados por Barenberg y col. (13)
ni por Flamembaum y col.(Sl), quiengs encontraron FGN constante a lo
largo de la nefrona sn ratas tratadas con cloruro mercdrico. En este
dltimo trabajo ademis, se obtuvo una recuperacidn total de la inuli-
na marcada inysctada en los tdbulos proximales de un rifién de ratas
con FRA. Ademis, experiencias de micropuncidn de gota partida han de
mostrado que en las ratas tratadas con cloruro mercdrico no hay pric
ticamente resorcifn des fluidso sn los tdbulos proximales (53). En el
fracaso renal agudo inducido por nitrato de uranilo el FGN es idénti
co cuando se mide en los tdbulos proximales o distales (48), y la -in
yeccién de lisamina verde en la vena yugular sa sigue de la aparicién
del colorante en el tdbulo proximal y en el distal. Sin embargo, otros
autores han encontrado resultados opuestos en el mismo modselo (18,
152).

£n el modelo isquémico por ligadura de la arteria renal Arend
short y col, {6) inyectaron pequeiios volumenes de lisamina verde en
el tdbulo renal de ratas postisquémicas., Aunque la presidn intratubuy
lar nunca aumentd mas de 2 mmHg, ol colorante se salia del tdbulo y
formaba un halo en el intersticio alrededor del punto de microinyegc
cidn., Experiencias similares fueron realizadas por Daugharty y col.
(35) y Lépez Navoa y col. (94). Estos grupos produjeron una isquemia
por ligadura controlada de la arteria renal, de forma que, bajo
observacidn microscdpica, cesara completamente la Filtracidn glome-
rular, pero sa mantuvisra un flujo minimo de hematies a través de la
superficie renal. En diversos momentos del periodo postisquémico se

hicieron micropunciones an diversas partes de los tudbulos superficia
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les, observando que sl FGN se mantenia constante sin importar cual
fuera la parte de la nefrona pinchada. Asimismo, se obtuvo una recu
peracidn completa en la orina unilateral de la inulina inyectada en
la luz tubular de un rifdn. Las diferencias con el trabajo anterior
mente mencienado, se explicaron bien porque la isquemia fuera incom
pleta, bien porque el aumento de presidn inducido por la inyeccidn
intratubular, aunque pequefin, pudiera inducir alteracidn en la per-
meabilidad de los tidbulos daftados (94). Recientamente Donohoe y col.
{44) han estudiado la correlacidn de las alteracionas funcionales y
estructurales en sl FRA postisquémico. Observaron que cuando se in-
yactaba peroxidasa en los tdbulos proximales de animales con un FRA
'postiaquémico, la peraxidasa (p.m. 40.000) se salfa del tdbulo a tra
véas del citoplasma necrético del tdbulo proximal y podia ser locali-
zado histoquimicamente en las células y en el intersticio. Cuando la
enzima era inyectada 1.V, podia observarss una permeabilidad tubular -
similar, pero que no podia ser achacada a un artefacto mstodolégico.
El mismo grupo ha descrito una serie de alteraciones histolégicas sg
lectivas en el epitelio tubular que concusrdan con los datos anterig

res (179).

A.3.e O0Obstruccidn tubular

En 1875 Ponfick sugiriéd que la obstruccién tubular jugaba un
papsl importante en el fracaso renal agudo (132). El apoyo que reci
bid esta tsoria se basf durante un tiempo en la presesncia histolédgi
ca‘da cilindros (agregadds'de diversos tipos gque ocupan la luz tubu .
lar) y el hinchamisnto del rifién, y Pue siempre apoyado en datas ip

directos (99, 108, 120). Los primeros datos directos estudiaron por
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micropuncidn la presidn intratubular proximal (PTP) en el FRA indu-~
cido por cloruro mercdrico y por glicerina (51, 117). En ambos ca-
80s la PTF no estaba aumentada respecto a la normal, como cabria es
perar si la obstruccidn distal fuera la causa de la disminucién de
la filtracidn glomerular. En efecto, considerando gue no hay altera
cidn hemodinimica ni del coeficiente de ultrafiltracién, y de acuer

do a la ecuacién 1.2 del apartado
GF = Kf (Pg - Pc -71g) 1.12

lo dnico que puede altesrarse es Pc, la presidn de la cipsula de Bow
man y el tdbulo. La hipdtesis de abstruccidn tubular lleva consigo
un aumento de la presidn intratubular (y por lo tanto en la cépsula

de Bowman) tel que:
Pc = Pg ~TTg=>GF = 0 3.1

lo gue impedirfa la filtracién glomerular haciendo 0 la presién efec
tiva de ultrafiltracién.

€En al mismo sentido de las expsriencias anteriormente citadas
Oken y col. (117) y Flamembaum y col. (51) demostraron que los cilin
dros intratubulares podfan ser facilmente expulsados de la nefrona
con presionas bajas. Asimismo, Tanner (161) demostrd que los cilin-
dros de hemoglobina de la papila del hamster con FRA miohemoglobind
rico podian eliminarse ficilmente mediante infusidn de manitol.
Burke y col. (26) encontraron que en la fase inicial del FRA induci
do por noradrenalina en el pérro, la presidn intratubular era nor-
mal o alta, can una disminucién clara del FG. 0 Connor y col. (113)
encontraron que la presidén intratubular era uniforme y normal eﬁtre

3 y 18 horas despuds de la inyeccidn de glicerina, a pesar de unsa
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roduccidn marcada del FGN, lo que deberia inducir presiones intraty
bulares bajas. Los tdbulos proximales suﬁerficiales no estaban dila
tados y no se veian cilindros en las nefronas superficiales. Cuando
se administra una sobrecarga de Ringer se observa sl paso de desechos
por los tdbulos colectores., Podria ser que sstos desechaos, an condi-
ciones de bajo flujo urinario, obstruyeran alguna parte de la nefrona
posiblements las asas ds Henls.

Flamembaum y col. (49) encontreron PTP normal en el FRA indu
cido por nitrato de uranilo, confirmando las observaciones de otros
avtores (18, 152) que no encuentran evidencia de obstruccién tubular
en este modelo. Tanner y col. (160, 161), por sl contrario, encontra
ron que la mayor parte de los tdbulos sstaban obstruidos cuando estu
diaban las ratas 1-2 horas después de una hora de oclusién renal com
pleta. Ademas se necesitaban grandes presiones intratubulares para
dasplazar la obstruccién.

La naturaleza de la obstruccién tubular no se conoce exacta-
mente, y parecen ser varios los factores gue pueden intervenir:

a) Cilindros de material de desechao.

b) Compresién de los tubos por aumento de la presidén inters-

ticial., Esto podia ser de particular importancia a nivel del asa ds

Henle, que ss el aitio de mayor resistencia al fluido en la nafrona

(s6).

¢) Hinchamiento celular del endotelio glomerular. Se ha des-
crito (27) que en sl rifdn del cone jo, despuds de una oclusidn tem-
poral, las células del asa daescendante se hinchaban y esto hacia dis
minuir el didmetro de la luz tubular.

d) Reciantemente se ha descrito que la dilatacidén de los ca-
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pilares peritubulares de la zona interna de la médula ss la mayor -
causa de la obstruceidn tubular en al FRA postisquémico (170).

Sin embargo parece que los acimulos intraluminales de materias
de desecho son los que tienen una mayor importancia en la abstruccién
tubular, en todo caso en colaboracién can los otros factores mencio-
nados anteriormente,.

Es importante sefalar que la obstruccidén tubular puede jugar
un papel de gran importancia cuando exista una lesidn del epitalio
tubular de tal intensidad que permita la salida de fluido a través
de 61, ya que la slevacidén de la presidn intratubular producida por

la obstruccidn favoreceria tal salida.

R.4 ADAPTACION FUNCIONAL A LA REDUCCION DE MASA RENAL

A.4.a Hipertrofia renal compensadara

€s un hecho conocido desde antiguo que el hombre y los anima-
les pusdsn sobrevivir s incluso llevar una vida normal con un sdlo
rifén. Ya en el siglo XIX se realizaron uninefrectomias en animales
de axperimentacién_y en pacientes, descubriéndose que sl rifién res-
tante pod{a compensar la funcidn dal rifdn extirpado {(112). Sin em-
bargo, los conocimientos que hoy poseemos acsrca de los mecanismos
dé los cambios adaptativeos estructurales y funcionales del rifién des
Pués de la reduccién de la masa renal, son sl resultado ds expsriman
tos realizados en las tltimas décadas.

Aunque los meacanismos de compansacidn renal no son el objetivo

.
fundamental de este conjunto de experimentos, creemas de interés re
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visar brevementa los hechos fundamentales de la respussta adaptativa
que sigue a la pérdida de masa renal por ressccidn quirdrgica o des-
truccién patoldgica del parenquima renal. Aunque es imposible lé s8
paracién de las altsraciones estructurales y funcionales que siguen
a la pérdida ds masa renal funcionants, vamos a centrarnos fundamen
talmente en las alteraciones funcionaslss, aunqus si tendremos que ha
cor obligatoriamente referencia en muchas ocasiones a las alteracio-
nes histocldégicas subyacentes.

Después de la pérdida de masa renal, sl.tejidn restante compsn
sa aste hecho hipertrofiadndose. Se ha demostrado que la respuesta hji
pertrofica comienza inmediatamente después de la uninefrectomia (169)"
Esta respuesta se refleja en cambios en el metabolismo de la membra-
na celular: la tasa de incorporacidn de 1Al’.’ colina a los fosfolipidos
de cortes de corteza renal aumenta en un 37% cuando el tejide era op
tenido 5 minutos despuds de la cirugia, y se mantiene aumentado hasta
6 dias después de la unineftdctomia. Pero no sélo hay una respussta
hipertréfica (aumento del tamaMo de las células) sino también hiper
plédsica (aumanta dsl nimero de células): 6 horas después de la nefreg’
tomia se han podido demostrar ya alteracioness en la sintesis del ONA,
preparatoriaas para la divisién celular (168). La hiperplasia tiene
sy mixima actividad 48 horas despuds de la nefrectomfa, aunque se mapn
tenga durants muchos dias (165). La sfntesis de RNA, indice ds la hi
pertrofia renal, estéd muy aumentada antss de las 12 horas posterio-
res a la nefrectomia y se'mantiens aumentada durants varias semanas
(61).

Dos semanas daspuds de una nefrectom{a unilateral, sl conteni-

do total de RNA del riddn restante esti aumentado en un 40%, mientras



I

- 33 -

que el contenido de DNA lo estd sdlo en un 25%, demostrando que el
factor predominants en sl crecimiento renal compensatorio es 1la hi-~
pertrofia mas que la hiperplasia (165),

Otra cuestidn de gran interéds es si el ndmero‘de nefronas aumen
ta despuds de la reduccidén de masa renal, o lo que aumenta es el ta
maifo de éstas, Una serie de estudios llevados a cabo en ratas no han
dado una respuesta quinitiva al problema, pero sf han aclarado algy
nos puntos.

Moore en 1929 (109) y McKay y col., en 1932 (106) no observaron
aumento del ndmero de nefronas en sl rifén contralateral de las ra-
tas después de una nefrectomia, utilizando técnicas histoldgicas.
Bonvalst y col. en 1972 (19) utilizaron un método para contar glomg
rulos en rifones parcialmente macerados con 4cido, y observaron que,
si la nefrectomia se hacia antes de los 50 dias de vida de la rata,
el ndmero de nefronas sumentaha desde alrededor de 32.000 (ndmero -
narmal en el rifén de rata) hasta 47.000. Este aumento no se abserva
ba cuando la nefrsétomfa unilateral se hacia en ratas con mis de 50
dias de edad., Posteriormente, Kaufman y col. an 1975 (82) publicaran
un sstudio en el que, tras mejorar técnicaments'el método de contajg
da glomérules, repetian la experiencia anterior. £n sus experimentes
no pudisron encontrar un aumsnto del ndmere de nefronas, sea cual
fuera la edad de la rata éometida a nafrectomia unilateral. Estos reg
sultados ponen en tels de juicio el papel que la formacidn de nuevas
nefronas puede tensr en la adaptacidn funcional tras reduccién de ma
sa renal en la rata y parecen demostrar que, de tener alguno, seria
an la rata joven y no en la adulta.

Despuds da la nefrectomia unilateral en la rata, el aumentovde
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peso del rifién contralateral es ya demostrable sn 24 horas (78) y al
canza su maximo alrededor de los 15 dias despuéds de la cirugfa, con
un 40% de aumento respecto al valor previo (79).

€l crecimiento renal compensador ocurre como respuesta a una -
pérdida de masa renal funcionante, y no es necesaria la extirpacién
quirdrgica del tejido. As{, la obstruccidn ureteral unilateral (125)
o la lesidn isquémica unilateral (L46) inducen crecimiénto compansa
torio en el otro rifién,

La intensidad del crqcimianto compensador estd muy relaciona-
da con la cantidad de tejido renal funcional o quirdrgicamente elimi
nado. Kaufman y col. (81) compararon el crecimiento renal 4 semanas
después de haber extirpado el 50% o sl 70% de masa renal en unos ani
males, o ds haber hecho operacionesSimuladas en animales similares.
El peso del tejido renal rastante aumentaba un B85% en los animales
uninefrectomizados y un 168% an las ratas gque habfan sufrido una ex
tirpacidn del 70% de su masa renal, misntras gue en las ssudoperadas
el aumento era de sélo un 30%. Este crecimiento era debido tanto a
hipertrofia como a hiperplasia. Asi, despuds de extirpar la mitad o
los 2/3 de 1la masa renal total, hay un aumento en la formacidn de -~
nuevas células de un 25% y un 87%, respectivamente, sn la corteza de
la masa renal rastante (64).

El crecimiento compensatorio no induce cambios iguales en to-
dos los segmentos de la nefrona., Los animales uninefrectomizados -
presentan un aumento del 15% sn el didmetro del tdbulo proximal -y 25%
an su longitud. El1 tdbulo distal tenia el diametro aumentado en un
10% y la longitud en un 17%, Tanto el veolumen de la luz como‘el volu

men celular del tdbulo proximal se habian duplicado, mientras que en
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al tubulo distal el aumento fue de un 50% para el volumen de la luz
y de un 25% para el volumen celular (63). Cambias similares han si-
do observados por otros autores (7), siempre con predominio del crg
cimiento del tdbulo proximal. Oliver (119) observd también un aumen
to del tdbulo proximal recto y del asa de Henle tras la extirpacidn

del 75% de la masa rsnal.

A.4.b Adaptacidn funcicnal aquda

La eliminacidn funcional de un rifién, bien sea por reseccidn
gquirdrgica, ligadura de la arteria renal, ligadura del uréter, etc.,
se acompafa inmediatamente de un aumento en la secrecidn fraccional
de agua, sodio, potasioc y bicarbonato por el rifdn intacto (62). Eg
ta respuesta no se debe a un aumsnto del FG, ya gque Peters ha demog
trado que dentro de las primeras 18 horas después de la cirugia, es
te pardmetro no aumenta-(l130). Allison y col. (3) estudiaron a nivel
de nefronas individuales las caracteristicas de la adaptacidn funcig
nal. Estudiaron mediante técnicas de aclaramiento y micropuncidn las
modificacionss gQue ocurrian en la funcidn renal tras ligar unoc o dos
ramas de la arteria renal del rifdn restante en ratas previamente ng
frectomizadas, Tres esta maniobra, el flujo urinario y la secrecidn
total de sodio y potasio no se modificd, a pesar de un descenso muy
importante del FG y del FPR. Esto se debfa a una disminucidn de la
resaorcidn fraccional, sin que pudisran evidenciarse, en las nefronas
corticales, cambios aen el filtrazdo glomerular por nefrona (FGN), pre
sidn arterial sistémica, presidn hidrostidtica o presién oncética en
los capilares peritubulares.

-

La parte de la nefrona responsable de la adaptacidn funcional
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ha sido también estudiada en psrros mediante bloqueo farmacoldgico
selectivo con diurdticos (59). Este trabajo ha sugerido que la dis-
minucién de la resorcidn proximal juega un papsl clave an al aumen-
to.de la excrecién fraccional de agua y elsctroliteos, pero un cier-
to papel de la nefrona distal parece también indispensable. Estas
alteraciones ocurren en presencia de un FPR mantenido (28).

Diezi y col. (42) estudiaron la adaptacién funcional del rifén
de la rata 15 horas despuds de la nefrectomia unilateral, o sea, an-
tes de que se observen cambios en el FG total. En estas experiencias
al FG aumsntaba significativamente en lhs.nefronas corticalss, aun-
~que el FG total no aumentase. La resorcidn fraccional cortical estaba
disminufida, pero debido al aumento del FGN, la resorciédn total no va
riaba respecto a los valores controles, s incluso estaba aumentada en
los tdbulos distalaes, La reduccidn del FGN a los niveles controles
mediante pinzamiento de la sorta 'eliminaba la natriuresis,

En la rats como ya hemos mencionado, el FG no aumenta en las
primeras 24 horas (130, 79) después de la nefractomia unilateral,
aunque Potter y col. han encontrado un ligarfsimo auments (133). El
incremento masivo del FG ocurre entre 2 y 4 semanas despuéds de la
uninefrectomia an la rata (80), y puede alcanzar un 70% sobre los -
valores basales, Estos datos no son extensibles a otras aspecias anj
males. As{, en el perro, 24 horss después. de la n;frectomfa unilate
ral ha ocurrido ya el 95% del aumento totsl del FG y del FPR, cuyo
m3ximo aumento ocurre sentra 4 y B semanas después de la cirugfa (142).

En el hombre (43, 124), despuds de una nefrectomia unilateral
(los estudios se han hecho en hombres sanos donadores de un rifén

para trasplante a un familiar en insuficiencia renal terminal), el
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rifén alcanza una tasa de filtracidn del 65-85% de la cantidad pre-
viamente filtrada con los dos rifiones., El aumento del FPR es mayor
todavia que 8l del FG, lo que da lugar a una disminucidén de la frac
cién de fFiltracién,

£l flujo plasmitico por las nefronas remanentes estd inversa-
mente relacionado con la cantidad de te jido funcionante, lo que da
lugar a flujo plasmatico muy elevado por nefrona funcionante cuando
la cantidad de tsjido eliminado es muy grande (B2). Esto se ha podi
do comprobar en ratas a las gue se les resecaba entre sl S0 y el 80%
del total de nefraonas funcionantes basalmente, ya calculado el FPR
medio por nefrona dividiendo el FPR total entra el ndmero de nefro-
nas, calculando este nidmero por tédcnicas de contaje glomerular. Tam
bién se ha comprobado en ratas con nefritis por inmunocomple jos au-
télogas y ratas con glomerulonefritis por anticuerpos antimembrana
basal, en los que se ha demostrado que el FPR por gramo de te jido
astd normal mientras que el FG estd muy reducido (hasta un 50%). Es
tos animales tienen un dafio histolégico muy importants, lo que impli
ca que el FP por la nefronas relativamente conservadas debe estar -
muy aumentado.{(2). '

También ha sido estudiado la redistribucidn del FP entre las
distintas poblacionas nefronales da la corteza, fundamentalmente uti
lizando técnicas de microuesferas radicactivas. En el perro uninefreé
tomizado no se ha podido encontrar avidencia alguna de alteracién sn
la distribucidén de Flujo plasmitica cortical (107), £n ratas en las
que se extirpaba el 80% de la poblacién nefronal, el FP descendia un
15% en l1a corteza externa y aumentaba en una proporcidn similar en el

drea del cortex medio. El FP por el cortex profundo no variaba.
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En el perro uninefrectomizado, sn el ques ademds se ligaban al
gunas ramas de la arteria renal del rifdn restante, se obsarvéd una
clara vasodilatacién de todo el cortex, medido por gammagraffas di
nimicas con 85Kr y con llenado del Arbol vascular con polimeros plis
ticos (28).

El FG por nefrona aumenta tanto despuds de una extirpacidn qui
rdrgica de masa renal como de destruccidén de la misma por una anfer-
medad crénica parenquimatosa. Asi, el FG por nefrona supsrficial de
las ratas a las que se les extirpa el 50% de la masa renal aumenta
en un 60% y si se les quita el 80% de la masa renal aumenta un 136%
(82). Datos similaras han sido obtenidos en otros trabajos-(110, 131).
En ratas con pilelonefritis unilateral, cuando se elimina el rifién sg
no, se produce un aumento del FG por nefrona (11, 98). Algo similar
ha sido observado sn el parro (20)., Sin embargo este aumento del FG
por nefrona no ocurre claramente cuando la lesién es glomerular agu
da o crénica (2, l4l).

Tambidn se han estudiado con tdcnicas de micropuneién laos fac
tores dindmicos qua requlan la filtracidn glomsrular en animales con
reduccidn quirdrgica de la masa renal, Tras la nefractomf{a unilate~
ral el FG de las nefronas superficiales aumentd un B4% y el flujo plas
midtico por glomérula un 79% (38). Este aumento es el resultado, en
parte, de un aumento de la presidn hidrdulica efectiva transcapilar
Yy, en parte, del aumento del FP glomerular, siendo este dltimo res-

ponsable de aproximadamente, las 3/4 partes del aumento del FGN.
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A.S PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS OE LAS EXPERIENCIAS

En la primera parts de esta introduccidn (A.2) hemos tratado
de de jar claro que los mecanismos que originan la aparicidn y, en ma
yor medida, el mantenimiento del FRA son, cuando menos, controverti-
dos; los grupos de investigadores de alqunos de estos mecanismos co-
mo factor primario en la patogenia del FRA aducen haber presentado -
pruebas incontrovertibles acarca de la primacia de su mecanismo fava
rito,'ignurando en muchas ocasiones pruebas en contra de, al menos,
la misma fiabilidad,

La razdn primaria que nos ha impulsado a realizar esta serie
de experiencias es, llgicamente, el tratar de aumentar nuestro cong
cimiento sobre la patofisiologia del FRA inducido por glicerina; es
decir, sobre las alteraciones fisioldgicas que sufre un rifdn cuan-
do se altera en un determinado sentido la hemodindmica del organis-
mo (gasto cardiaco, volumen axtracelular, presidn arterial, resiaten
cias vasculares, etc). La originalidad, siempre relativa, de estas
experiencias, raside en el abordaje del problema: enfrentar dos si-
tuaciones FRA y MRR quae, como hemos visto, {(A.2 y A.3) poseen muchas
condiciones que las hacen profundamente contrapuestas., Estas carac-
terfsticas,muy resumidas,son:

a) Mientras que, al manos en el inicio del FRA inducido por -
glicerina hay un descenso del FPR por nefrona, eﬁ la redug
cidn de masa renal se produce un aumento de este parametro,

b) En @l FRA hay una vasoconstriccidn intrarrenal, mientras -
qus en la reduccién de masé renal hay vasodilatacidn.

c) En el FRA, la zona del rifdén que sufre mayor diminucidén del

flujo sanguineo es la corteza, y sobre todo la corteza ex-
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terna, siendo en astas zonas donde mayor es el aumento del
FP tras la reseccidn de parte del parénquima renal.

€l conocimiento tsdrico de estos hechos, junto con la aprscia
cién clinica de la rareza del FRA en los pacientes con disminucidn
de la masa renal funcionante por una enfermedad glomerular o paren-
gquimatosa, fué lo que nos indujo a poner en marcha esta serie de ex
periancias,

La eleccién del modslo de FRA tiene también sus razones. Los
fracasos renales agudos de tipo vasomotor o isquédmico son fundamen-
talmente tres; ligadura de la arteria renal, infusidn intraartsrial
de noradrenalina e inyeccién intramuscular de glicerina, segdn se -
describe sn el apartado A.l ds le introduccién.

Nuestro laboratorio tenfia una cierta experiencia tanto en al
.modelo de isquemia pura por ligadura de la arteria renal (92, 94, 96,
176) como ‘en el modelo de glicerina (90, 95, 122, 123), Fué la simi- '
litud del modelo de glicerina a uno de los mds conocidos FRA clini-
cos, sl denominadoc "sindrome da aplastamisnto” ("erush syndrome") sl
que nos indujo a decidirnos por este modelo, ademis de sar el que en
agquellos momentos contaba con un mayor ndmero de estudios sobre su
fisiopatolog{a.

Ante el problema arriba propuessto diseRfamos un protocolo muy
simple (128). E1 resto del snfoque y loe estudios que se hicieron
sobre sl tema y que estdn recogidos en esta Tesis Doctoral, fueron
surgiendo de los resultados de las experiencias que se iban realizan’
dao.

El planteamiento dltimo del conjunto de los mismos trata de copn

testar, sucesivamente, a estas cuatro preguntas:



a)

b)

c)

d)
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La reduccidén de 1a masa renal épratege del FRA inducido por gli-

cerina?

4En qué momento,despuds de la reduccidn de masa renal, y tras qué

grado de reducecidn, se produce la mayor proteccidn?

4Cuales son los mecanismos por los que la reduccidn de masa ranal

protege del FRA?

{0Qué conclusiones acerca de la patofisiologia del FRA inducido por

glicerina pueden obtenerse de todo lo anteriormente expuesto?
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B METODOS

Las experiencias han sido realizadas en ratas hembras, albi-
nas, de origen Wistar, de dos meses de edad y alrededor de 200 g. de
peso, procedentes del criadera de la Fundacidn Jliménesz Diaz. Excepto
gn el caso que se mencione axpresamente lo contrario, las ratas fuse-
ron mantenidas durante los 4 dfas previos al comienzo de la experien
cia en cajas metabdélicas individuales (Panlab, Barcslona) donde se -
less suministrd una cantidad fi ja de comida standard para catas (San-
ders) que en la mayor parte de los casos era de 20 g. (alrededor de
600 utEq de soqio) al dfa. Los animales tuvieron siempre acceso libre

al aqua,

B.1 EXPERIENCIAS DE ACLARAMIENTO

Las experiencias de aclaramiento son de dos tipos: experien-
cias de gran QUracién (alrededor de 24 horas) y con el ‘animal cons-
cients, en las que se determinaba la tasa de filtracidn glomerular
mediante aclaramiento de creatinina sndégena (cCr) y aclaramientos
cortos, en los que, en per{odos que oscilaban entre 20 minutos y una
hora, se determinaban la tasa de filtracién glomerular mediante acls

ramiento de inulina (cln) y de dcido p-amino hipdrico (C ).

PAH

B.l.a Aclaramiento en cajas metabdlicas

Para los aclaramientos largqos, las ratas eran colocadas an -
las jaulas metabdlicas individuales mencionadas, con libre acceso a
la bebida y a la comida. La orina sae recogia en probetas que conte-

nfan 2 ml. de aceite mineral previamente equilibrado con agua duran
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te 7 dias. En la mayor parte de los casos se puso también en el fon
do de la probeta 0.1 ml. de azida sddica 20%. La orina se recogid
libre de heces o restos de comida debido al especial disefio de la ca
Jja metabdlica. Cuando, por diarresa o cualguier otra causa, 1a orina
aparecia macroscdpicamentes contaminada con heces o cualquier otra
cosa, la experiencia no se tuvo an cuanta.

Las experiancias se hicieron en periodos de un minimo de 18
horas, siendo habitualmente de 24 horas. Al final del pesriodo se for
z6 la micecidn de la rata por manipulacién y presidn manual suprapdbi
ca. Antes y despuds de este periodo (o sdlo despuds, en el caso de
que no hubiera ninguna razén para pensar gue la concentracidén plas-
matica de creatinina pudiera variar) se obtuvisron muestras de san-
gre, bien por puncidén cardiaca, cuando el animal debia ser conserva
do con vida, o por puncidn adrtica tras laparotomia, cuando el ani-

mal debfa ser sacrificado.

B.1.b Expsriencias de aclaramisnto corto

Los animales se mantuvieron sin comar durante las 18 horas -
previas a la experiencia. Las ratas fueron anestesiadas con pentobar
bital sdédico (Nembutal, Abbot) 40 mg/Kg de peso, administrado por in
yeccidén intraperitonesal. Posteriormente se las colocd sobre una mesa
de polipropileno equipada con una resistencia y un termostato. Al -
animal se le introdujo también en el recto la sonda de un teletermd-
metro (Ellektro Laboreforiet, Copenhagen) y se mantuvo a lo largo de
toda la expsriencia a una temperatura entre 36,5 y 37,5 DC. Sa les
practicé la traqueotomia, introduciendo en el tercio superior de la

triguea un catéter de polietileno (PE 150, Portex, Inglaterra).
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Utilizando la misma incisidn en la parte inferior del cuello se ca-
nuld una yugular externa utilizando cateteres de polistileno (PE 50,
Portex). Asimismo, y a través de una incisién en la ingle, se canulé
la arteria femoral, que se conectd a una llave ds doble pasc. Una de
las salidas de la llave se utilizé para la toma de musstras de san-
gre, la otra se conscté a un transductor de presién (Elema Schonan-
der, EMT 35, Stockholm) que a su vez estaba conaectado a un-amplifi-~
cador (Mingograff; Elema Schonander) y a un registro (Siemens, Alema
nia). La presidn arterial se registré durante toda la experiencia.
Los animales cuya presién arterial media descendid por debajo de 80
mmHg durante mas de dos minutos, o por debajo de 100 mmHqQ duranta més
de 15 minutes, no han sido incluidos en los resultados.

Cuando las ratas estaban previamente nefrectomizadas, o cuan
do se deseaba recoger conjuntamente la orina de los dos riffonss, se
cateterizé la vejiga mediante una incisién suprapdbica en la pared
abdominal, a través de la linea alba, utilizando un catdter PE S0
con el axtramo intravesical en forma de ambudpo. Desde la canulacién
de la yugular, y a lo largo de la cirugia, se infundid una solucién
Ringer an unﬁ cantidad de 8 ml/Kg de peso, para reponer las pérdidas
quirdrgicas. )

Una vez terminada la cirugfa se comenzd la infusidn de Inulj
na y acido para~amino-hipdrico (PAH). Tanto la vslocidad da infusidn
como la concentracidn plasmatica a conseguir son completamente dis-
tintas si para su valoracidn se utiliza un método colorimdtrico, o
sl se infunde inulina y PAH marcados con radioisdtopos (comunmente
4. y 3H). La infusién se hizo mediante una bomba de infusidn cans-

tante (Unita 1, Braun Melsungen, Alemania). Cuando se utiliza un mé
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todo colorimétrico estas substancias se infunden de forma que se -
consiga una concentracidn plasmitica de alrededor de 1 mg/ml para la
inulima y 0,50 mg/ml para el PAH.

Cuando lo gque se infunde son substancias marcadas con radio-
isétopos, la tasa de infusidn se hace de forma que la actividad de
los radiocisdtopos en muestras de 25-30 ul de plasma sean de por lo
manos 5D veces el valor de fondo del aparato.

La orina se recogid en viales de los utilizados para contsaje
de centelleo liguido, que contenian 1 ml. de aceite mineral (parafi
na lf{quida) equilibrada con agua como se ha mencionado previamente.
El volumen de orina se calculd, con una precisidn de microlitro, por
la diferencia de peso de los viales antes y después ds la experien-
cia.

La sangre se racagié en capilares de vidrio da 75 ul de capa
cidad, previamente tratados con heparina aménica (Capillets, Dade,
Miami, U.S.A.). El plasma ss separd por centrifugacidn en una micro
cantrifuga (Heraeus Christ, Osterode).

Cuando se quiso recoger la orina de los dos riffones por sepa
rado, se hizo una laparotomia por incisidn en la linea media abdomi
nal y, tras la localizacidn de los urédteres, se canularon estos con
una pequeifa porcién ds catéter PE 10 unido a una porcién mds larga
de PE 50, poniendo los finales de ambos catéteres en viales separa-

daos.
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8.2 EXPERIENCIAS DE MICROPUNCION

La micropuncidn es una técnica desarrollada sobre todo en los
dltimos 20 aflos y que permite el sstudio de la funcidn tubular de los
sogmentos de la nefrona que aparscen en la superficie del rifién, o°
de otros que puedsn ponerse al descubierto, como la papila. Esta tég
nica, que permite el estudio de las nefronas individuales, ha sido
recientemante revisada en .sus distintas modalidades por Andreucci

(4). En nuestro laboratorio se utiliza la tdcnica denominada de "flu

jo libre" (93, 94, 96), gye es la que describiremos a cantinuacifn,

B8.2.a Preparacién de las micropipetas

Para la preparacidn de las micropipstas se partid ds unos tu-
bos de vidrio sspscial, de 0,8 mm. de didmetro interno y 100 mm. de
longitud (Drummond Scientific Co., U.S.A.). Estos tubos ss colocaron
en un aparato sspecialmente disefado para fabricar microinstrumentos
de vidrio, fundamentalmente micropipetas y microelsctrodos (Otto K
Hebel, Rutledge, U.S.A). El procedimiento se basa sn aplicar una fusr
za de traccidn constante a los dos extremos del capilar mientras el
centro se calienta por medio de una resistencis sléctrica requlable.
Cuando la temparatura y la fuerza de tracclidn estidn adecuadamente re
guladas, las dos mitades se separan quedando en su centro dos eitrg
mos afinados acabados en un capilar extrsordinariamente fino. Eatos
extremos se pulen sn forma de bisel en una micropulidora provista
de una piedra de afilar que rota horizontalmente a gran velocidad
(Industrial Science, Ridgewood, U.S,A.). El pulido se hace bajo con
trol estereomicroscépico (Spencer Cicloptic, American Optical Co.,

BufPalo, U.S.A.). La punta de la pipeta, que debe medir entre 8 y 15
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pm, se pule en un angulo préximo a los 30 grados, extremos éstos que
se comprueban en un microscopio convencional equipado con micrdmetro
(Nikon, Japdn). Las pipatas que reunen las condiciones adscuadas sa
cargan con aceites mineral tefido con suddn negro y se guardan hasta

al momento de su utilizacidn.

B.2.b Preparacidén quirdrgica del animal

La cirugia realizada es similar a la descrita en el apartado
B.1.b. Ademds, a los animales se les canuld la otra yugular con un
catéter de polietileno PE 50, €l rifidn izquierdo se dejé al descubier
to mediante una incisidén subcostal. El bazo y los intestinos se sapa
raron mgdiants sendas plezas de gasa smpapadas sn solucidn salina
isoténica. Elrifén se separd$ cuidadosamente de la grasa que lo rodea,
perc cuidando de de jar intacta la cédpsula. Inmediatamente se colocé
en una cazoleta especial "Lucite", con un hueco para de jar pasar el
"hilus" renal, y el véstago metdlico de la cazoleta se sujetd fuertg
mente a la mesa de micropuncidn para que sl rifién guedara fi jo e.ig
dependiaeante de los movimientos respiratorios del animal.
La mesa termostatizada se colocd sobre un soporte especial gue
-ecantenia 2 varillas verticales que permitian mediante nueces fji jar
los instrumentos necesarios para la micropuncién (véstago de la cazp
leta renal, iluminador, conduceidn del acsite mineral, etc), Esta me
sa, a su vez, se colocd sobre una mesa de marmol con pies de marmol,
aislada del suelo mediante varias capas de gama eldstica, lo que la
hace relativamente indepsndiente dea las vibraciones del edificio.
El rifidén se bafid constantemente con aceite mineral equilibra

do con agua, y calentado de tal manera que, al caer sobre el rifén,
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su temperatura fuesra de 37 OC. Esto tenia por misidn evitar la dese
cacién renal y mantaner al rifién a una temparatura adecuada.

La superficie renal se ilumind con una Fuente de luz fria y
se observd mediante un estereamicroscopio (Leitz, Stereoplan RS,
Ernst Leitz GMBH, Wetzla, Alemania), de gran profundidad de campo
y profundidad de foco, lo que permite trabajar cédmodamente bajo €1,
as{ como de cambio rdpido de objetivos, ofreciendo la posibilidad
de observar el rifidén a 18, 72 y 144 aumentos.

Tras de comenzar la infusién de inulina y PAH de Forma simi
lar a la descrita en el apartado 8.,1.b., se daj6 al animal estabili
zarse durante 45 minutos, antes de comenzar la experiancia de micro

puncidn.

8.2.c Técnica de la micraopuncidn

Una vez el animal estuvo preparadoc y estabilizado segin ss
ha descrito en el apartado anterior, se observé la superficie renal
iluminada mediante un sistema de luz fria a través del estereomicros
copio y se inyecté, a travds de una vena yugular, una embolada ds 0,0°
ml. de una solucién de lisamina verde (Lisamingrln SF, Chroma Gaells
chaft Schmid and Co., Stuttgart, Alemania) 0,05 g/ml en salino isotf
nico. Se midid el tiempo de transito proximal, que &s al tiempo que
transcurre sntre la aparicidn del colarante en las arteriolas super
Ficiales y su desaparicidn primera de la luz de los tdbulos en la sy
perficie renal. (E1 colorante reapareceria nuevaments en la superfici
renal tras haber recorrido el tidbulo proximal recto y las asas de
Henle). Si el tiempa de transito proximal era superior a los 15 sg

gundos, la rata se desecha, pues no se encuentra en condiciones
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hemodinamicas correctas. Asimismo se dasecha si alguna parte del ri
fon estad insuficientemente irrigada (prssenta un color mas claro o
mis oscuro des lo habitual), si los tdbulos renales estin colapsados,
o si la presién arterial media es inferior a 100 mmHg.

Las diferentes partes accesibles de la nefrona (tdbulo proxi-
mal, tdbulo distal) se identifican por el tiempo de transito de la -
lisamina verde y por su especial confiquracién morfoldgica.

Una do las micropibetas preparadas segln se describid en el -
apartado B.2.a, se coloca en el manguito de un micromanipulador Leitz
(reduccidn de desplazamiento 1 : 16 - 1 : 800) que permite realizar
movimientos en los tres ejes del espacio y movimientas en cualquier
diraeccién. Utilizando el micromanipulador, se introduce la punta de
la pipsta en la luz del segmento del tdbulo elegido. Mediante la pre
sidn realizada manualmente con una jeringa conectada al manguito del
micromanipulador, se inyecta en el interior del tdbulo una cierta can
tidad de aceite mineral, para gue forme una columna de por lo menos
cinco veces la anchura del tdbulo, y que tiesne por misidn evitar re-
coger fFluido tubular procedente de zonas mids distales de la que asti
siendo estudiada. Inmediatamente se comianza la recogida del fluido
tubular en el interior de la micropipeta a la presidn intratdbular
espontdnea. Si la columna de aceite mineral tiende a desplazarse alg
jandose de la punta de la pipeta, se la mantiene en su sitio median-
te ocasionales aspiraciones con la jeringa.

La recoleccidn de fluido tubular se realizd durante perfodos
exactaments medidos y que oscilaron entre 2 y S minutos. Una vez aca
bado el tiempo de coleccién se retird la pipeta de la luz tubular y

se cogid en la punta una pequefia gotita del aceite mineral que cubre
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la superficie del rifidn, con el fin ds evitar la evaporacidn del
fluido tubular recogido.

En cada rata se hicieron usualmente entre J y 6 micropunciones;
Cada 2 6§ 3 punciones se tomd una muestra de 75 M1 de sangre femoral,
en tubos de microhematocrito.

Las técnicas de determinacidén de inulina en fluidos tubularss

estin descritas en el apartado B.4.a.

8.2.d Detsrminacionss an el fluido tubular

El volumen de Fluido tubular obtdnido se midid utilizando un

capilar de vidrio de diimetro constante, colocado parcialmente en el

interior de un capilar de didmetro mucho mayor, seglin el asquema:

| /4747

N 2//4//)

La micropipeta completa se coloca an un micromanipulador
8rinkmann (Brinkmann Instruments Inc., New York, U.S.A.) provisto de
micrémetro con precisidn hasta 1/100 mm, La punta de la pipeta s® co
loca junto a la boca de la micropipeta de micropuncidn qus contisne
el fluido tubular extraido. £sta micropipeta esti a su vez montada
an un micromanipulador similar al descrito y conectada por un tubo
de polietileno a una jeringa. Haciendo una ligera presién con la js
fihga, bajo control de un estesrsomicroscopio, se trasvasa sl conte-=
nido de la micropipsta de micropuncidén a la micropipeta de medida,

introduciendo también una pequefia parte del aceite mineral para svi

*



tar que sl fluido tubular se evaporae.

Luego se mide la longitud de capilar gus ocupa el fluido tubuy
lar, con ayuda de una marca vertical an el ocular del,miFrcscopio y
el micrémetro del micromanipulador y multiplicandolo por el didmetro
del capilar’se cbtiene el valumen de fluido tubular obtenido.

La pipeta de micropuncidn se saca del micromanipulador y se
desecha, colcédndase en su lugar una pipeta de llenado total. La pipe
ta de llenado total se construye de forma similar a como se ha desacri
to para la pipeta de medida, colocande un pedazo de capilar de cuar
zo de didmetro constante en el interior de un capilar de didmetro ma
yor. Los voldmenes normales de estas micropipetas eran de 14, 15 vy
16 nl. (10_91). Parte del contenido de la micropipeta de medida se
traspasa a 4sta dltims, y de dsta a un vial de centelleo gue conte-
nfa 2 ml. de agua destilada. Usualmente el contenido de inulina de
los fluidos tubulares se median por duplicado, y si era posible, por
triplicado. Muestras iguales de plasma y orina se tomaron con las
mismas pipetas y se depositaron en viales seme jantes, Entre toma y
toma, la pipeta se lavaba consescutivamente con agua y acatona dos
vecas.

£1 didmetro de la pipeta de medida se calcula de la siquien-
te forma: se prepara una solucidn de inulina marcada con tritio y
de una actividad relativamente elevada, y ss carga un capilar con
esta solucidn. Luego en la pipeta a calibrar se toman cantidades va
riables de ssta solucidn, se mide la longitud que ocupan y se ponen
en viales de centelleo, que se éuentan como se ha descrito mas arri
ba. Sa toman también por triplicado muestras de 1 pl de solucién con

una micropipeta comercial y se procesan como gl resto de las muestras.
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Con estas dltimas se calcula la actividad de la solucidn (cpm/ml)
y con las muestras de la micropipeta se hace la recta de regresidn
volumen/distancia. La pendiente de esta recta es la superficise del
cilindro interno del capilar, y basta multiplicar la longitud que
ocupa la muestra por ests factor para calcular su volumen,

El volumen de las pipetas de llenado total se calcula de for
ma similar. Se pone por triplicade el total de la pipeta en viales
de centelleo; junto con sllos se ponen, también por triplicada, mues
tras de 1 pl de la solucién, y por una simple regla de tres se cal-

cula el volumen de la pipeta.

8.3 TECNICA OE MICROESFERAS

Los animales se prepararon quirdrgicamente de una forma simi
lar a la dascrita gn el apartadc B.l.b. Ademis, se ls introdujo un
catdter PE 10 a través de la cardtida derecha hasta el ventr{culo
izquierdo, 1o que se confirmé observando el trazado de la presién
artarial obtenido a través del catétar.

Las microasferas (3 M Co., Snt. Paul, Minesota U.5.A) sqn agrg
gados de resinas sintdticas de forma esférica u oval y ds didmetro
15 t 3 um, Por sllo son fnteqraments atrapados en los capila;es 9lo
marulares, y ninguna pasa a la circulacién postglomerular, lo qus
las convierte en ideélas para medir el flujo plasmitico renal. Asi-
mismo se pueden calcular atros paramstros hamodinimicos dsl animal,
como el gasto cardiaco o la resistencia venosa ‘perifdrica, como a

continuacidén veremos.
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Las microesferas viensn marcadas con diferentes radioisoto-
pos. Nosotros hemos utilizado dos tipos de ellas marcadas con lM‘Cs
y BSC:; ambos contaban en un contador de emisiones gamma con bandas
espaecificas bien difersenciables.

£l procedimiento utilizado fue el siguiente: la solucidn origi
nal de microesferas se agitd durante S minutos vigorosamente. Después
0,5 ml de la solucién se disolvieron en 20 ml de sacarosa 63,0%. Oe
esta solucidn se tomaron 0,25 ml en una jeringa de insulina. Esta js
ringa ss tapd y su radioactividad se medid en un contador de cente-
lleo gamma. )

£l contenido de la jeringa, deSpués de ser agitado, ss inyeg
té a travéds del catéter situado en 8l ventricule, durante un periodo
de 15 segundos. La jeringa vacia junto con su tapdn se volvid a con
tar an las mismas condiciones, y la diferencia cpm iniciales - cpm
despuds ds la inyeccidn representas el némero de cmp inysctadas (RI).

Desde 10 segundos antes de comenzar la ihyeccién de las micrg
esferas ss recoge la sangres que sale libremente del catéter situado
en la arteria femoral. La recogida se hace en un tubo ds plistico
(previamente tarado) durante un tiempo exacto de 1l minuteo (10 segun
dos antes de la inyeccidn de microesfesras 4 50 segundos después de
la inyececidn).

Este proceso puede repetirse de nuevo con las microesferas -
etiquatadas con el otro radioisdtopo en cualquier momento de la ex-
periencia.

Una vaz terminada la experiencia, el rifdn se extras y se di
vide en dos mitades madiante un corte, siguliendo un e je que pasa por

ambos polos y el hilus renal, Ambas mitades se pesaron y una de allas
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(Pz) sa corta an rodajas de aproximadaments 2 mm, La fi jacién con
formol-salino 10% durants 24 horas facilita esta operacién. Estas rp

dajas se dividieron a su vez en tres capas, bajo el control de un eg

tereomicroscopio a bajo aumento. Las capas fueron cortical externa

(Cl), cortical interna (Cz), subcortex (83) y medular (M), siguian
do unos criterios similares a los descriteos por Yarger y col. (185).

El conjunto de todaas las porciocnes de C. ss pesd y su radioag

1

tividad se midid por separado. Lo mismo se hize con C2, C my P

3’ i
alfcuotas de la sangre extrafda de la femoral y alicuotas de la sus
pensidén de microesferas. Los detallas de las tédcnicas de centaje de
la radiacién gamma y de la determinacién del solapamiento antre am-

bos radicisdtopos se describen a continuacién.

B.3.b Medida de la actividad de los radioiadtopos

Todos los tubos de pldstico conteniendo las muestras se com-
pletaron hasta 1,5 cm de altura con salino isoténico para igqualar la
geomstria del. contaje y se contaron durante 10 minutos o hasta acumu
lar 100000 cuentas en un contador de radiaciones gamma (Nuclear Chi-
cago, Chicago, U.5.A) haciendo la lectura por dos canales simultdnea
mente. Usualmente en el canal A se mididé la actividad de 81Sr (rayo
gamma da ensrgfa : 514 KeV) sn lés candiciones siguientes: atenuador=
8-9; base = 3,5; ventana = 2,5, En el canal B8 se midié la actividad
de 14J'Ce (Rayo gamma de energ{a: 145 KeV) atenuador = 2-12; base =
4,5; ventana = 3,0, .
Para calcular la interferencia que cada isétopo producia en

la medida de la actividad del otro se pusieron en 20 tubos de conta

jo microesfaras de 81Sr con actividades que variaban entre 43 y
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85.000 cpm y se contaron por los dos canalss preseleccionados segdn
se ha descritoc en ol pirrafo anterior. En otros 20 tubos se pusieron
microesferas de lAlCe con actividades entre 30 y 20.000 epm/tubo vy
se contaron en las mismas condicionss. Ademds, como ya hemos dicho,
cada experiencia llavaba cansigo el contaje‘de alicuotas de cada una
da las dos suspensiones de microesferas.

81
Las alicuotas de microesferas stiquetadas con Sr, medidas

. C .14
en las condiciones del 1 ICQ dan una lectura que es del 28,7 £ 1,5%

de la lectura obtenidé an el canal dal BlSr. Las microesfaras ds

lalCe contadas en las condiciones de 8lSr dan una lectura que no sa

diferenciaba significativamente del valor de fondo del aparato. En

base a esto, la actividad de ldlCe en una muestra gue contenga tam-

bién actividad de alSr se calculaba restando del total de cuentas

del canal de 1a1Ce un 29% de las cuentas obtenidas en el canal de

elﬁr, misntras que las lecturas de BlSr se utilizaban directamente.

B.3.c Célculos
Los cdlculos realizados fueron los siguientes:

GC = % x F§F ml/min 4.1

siendo GL el Gasto Cardiaco, RI las cuentas totales inyectadas, RS
las cuentas totales de la sangre extrafida y FSF el flujo sanguineo
femoral, Este pardmetro viene expresado en ml/min,

RAT x FSF ml/min 4,2

FSR
s RS

it

siendo FSR = Flujo sanguineo renal, RRT = radioactividad renal total.

(P # P, 4P, =C 4+C,+Cydm
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PAM

RPT = ec mmHg.min/ml
siendo RPT = resistencia periférica total, PAM = presidén artarial mg
dia y el GC obtenido de 4.1
PAM :
RR = FSR mmHg.min/ml 4.4

rosistencia renal y FSR obtanido de 4.2

1__
Htcto

siendo FPR el flujo plasmatico renal y FSR obtenido de 4,2

siendo RR

FPR = FSR (1 -

El flujo sanguineo que atraviesa cualquier fraccidn de rifidn
se calcula igual gue el FSR sustituyendo RRT por la radiocactividad
de la zona a medir. . .

Usualmente los parametros GC y RPT se expresan por 100 gramos
de peso del animal, mientras que el FSR, RR, FPR y FP zonal renal se

expresa por gramo de te jido renal.

B.3.d Comprobacidn de la técnica

La validez de este tipo de determinacionss se ha realizado
mediante una serie de expariéncias: »

l1.- Captacién total de las microesferas por sl rifién. Tres ra
tas se prepararon comn ss ha descrito en el apartado B.3.a y ademés,
madiante une laparotomfa por incisidn abdominal a travéds de la l{nea
alba, se descubrié el pediculo renal, se aislé la vena renal y se in
trodujo en su interior la;punta de una aqu ja muy Fina conectada a un
catdter de polietilenn PE SO, Este sistema se mantuvo permeable media
te la infusién de Ringer a baja velocidad (0,01 ml/min) con una pe-

queifa cantidad de heparina. Para evitar contaminacidn con sangre no
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proveniante del riifién se ligaron las venas ovarica y la suprarrenal.
Tras un perfodo de estabilizacidn se inyecté por el catéter
del ventriculo 0,25 ml de la suspensidn de microesferas. Mientras,
se extrafia sangre a travéds del catdéter situadao en la vena renal. La
radicactividad de alicuotas de esta sangre se midid en un contador
de emisiones gamma. La radioactividad encontrada no difirid nunca
del ruido de fondo del aparato, lo que demastrd que todas las micro

ssferas esran captadas por la red capilar resnal.

2,- Identidad de las medidas realizadas con microesferas mar
cadas con diferentss radioisdtopos.

En 6 animalas preparados quirdrgicamente sagin se ha descrito
en el apartado B.3.a se han realizado las mediciones del GC y del
FSR segun la técnica de las microesferas arriba descrita, utilizando
una mazcla de microesferas que contenia 0,15 ml de una solucién de
microesferas marcadas con lalCe y 0,15 ml de microesferas marcadas
con 85Sr. Tanto la muestra de sangre femoral como las fracciones de
rifiédn y las alicuotas de la mezcla de microesferas se contaron en un
contador bicanal de radiaciones gamma.

La relacidn entre el gasto cardiaco calculado a partir de la

actividad del 85Sr y el calculado con lAICe es 1,04 * 0,07 (6 deter

minaciones). La misma relacidn para el FSR as 0,97 t 0,04. E£n ninguno
de los dos casos esta relacidn era significativamente diferente de

la unidad.

3.~ Relacidn entre el FSR medido por microesferas y el medido

por la tédcnica del aclaramiento de PAH,
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Estas experiencias han sido realizadas en 4 animales unine-
frectomizadas que se prepararon quirdrgicamente segdn se ha descri
to en los apartados 8.1.b y 8.3.a. Rdemis, se colocd un lazo alrede
dor de la arteria renal segin la técnica segiin la técnice gque hemos
descrito en varias publicacionss precedentss ( 92,94,96,176 ),
da jdndolo abierto. Tras un perfodo de estabilizacidn de 60 minutos,
se lleva a cabo una expsriencia de aclaramiento de PAH, tal y cbmo
astd descrito en el apartado B,1.b. Al final de este perfiodo se hizo
tuna medida del FSR con microesferas, marcadas con uno de los dos {sg
topos utilizados.

Transcurridos 60 minutos del fin de esta primera experiencia,
el lazo situado alrededor de la arteria renal se apreté de forma que
constrifiera parcialmente la arteria renal. Despuéds de otros 60 minu-
tas, se hizo un perfodo de aclaramiento de PAH de 1 hora, al final
del cual se realizf una nueva medida del FSR con microesferas marca
das con un radioisdtopo distinto al de la primara experiencia.

Las mediciones y cilculos del FPR y FSR par ambos métodos se
han realizado segiin se ha descrita anteriormente, utilizando la re-
lacién

FPR = FSR (1 - i)

La correlacidn entre el flu jo plasmiatico renal obtenido por
ambas técnicas estd representada en la figura B.31

Como puede observarsa en dicha figura, la correlacidn es muy
tuena, lo que valida ambas tédcnicas para ser comparados sus datas,

al menos en condiciones fisiolégicas.
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8.4 DETERMINACION DE LOS COMPONENTES LIQUIODS DEL CRGANISMO

B.4.a El volumen plasmitico se ha determinado mediants el cidlculo

del espacio de distribucidn de albimina marcada con 1251.
Albdmina bovina, Praccidn V repurificada (Difco ’ ) sa -
125

marcé con 1 mediante el método de oxidacién con Cloramina T

( 76 ), con una actividad espscifica de alrededor de 100 uCi/mg de
protefna. Tras purificaciédn en una columna de¢ Sephadex G-25, la pro-
tefna marcada se disuelve en salina hasta una concentracidn de apro-

ximadamente 375.000 dpm/ml.

Para determinar el volumen plasmatico, los animales se prepara -

ron quirdrgicamente segdn se ha descrito en el apartado B,.1.b:

Una vez acabada la cirugia, se ls infunde por la vena femoral una sg'
lucién de Ringer, 1 ml/lora, a lo largo de toda la experiencia. Tras_
45 minutos de equilibrio, se toma una muestra de sangre de 75 ul,
cuyo plasma sserviri como blanco. Posteriormente se inyecta a travéds
de'la vena femoral 0,4 m! da la solucién de albimina marcada con
l251 Alb, a intervalas de 3D, 60 y 90 minutos después de la inyec-
cién de elbdmina se toman muestras de 75 ul de plasma en capilares
heparinizados,.

Los capilares se cierran por un extremo con plastilina y se -
centrifugan a 9000 g durante 3 minutos. El hematocrito se les sn un
aparato especial y se sapara sl plasma de los hemat{es cortando e{
capilar. .

En tubos de radicinmunoensayo (tubos de polistileno de 4 ml dse
capacidad y 11 x 70 mm) se ponen 2 ml da agua y 15 ul de la muestra

de plasma, por duplicado. Estos tubos se cuentan en un contador de
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radiacidn gamma. Alicuotas de la solucidn inyectada se cuentan de la
misma farma,

El volumen plasmitico an ml se calcula dividiendo los dpm in
yactados entre los dpm plasmiticos, expresados estos dltimas en dpm/
ml de plasma. El volumen sanguineo o volumen circulants se calcula
dividiendo el volumen plasmitico por (1 - Hto) siendo el volumen hg

matocrito = volumen de células
volumen de plasma

Normalmente el volumen plasmatico y el volumen circulante ss

axpresan como % del peso total del animal.

B.4.b Doeterminacidén del volumen axtracelular.

£l voluman axtracslular es muy diffcil de medir debido a la
inexistancia de una substancia apropiada que no panetre en las célu
las. No hay ninguna sustancia que se mantenga como substancia sextra
celular y se distribuya rdpida y uniformemante en el fluido plasma-
tico, intersticlal, conectivo denso, cartilago, hueso y transcelu-
lar. Ademds, las difsrentas velocidades de aquilibrio de umna substan
cia espacifica an cada uno de estas espacios hacen dificil la inter
pratacién de los resultados de los test de dilucidén, y producen con
fusiones sntrs el "espacio anatdmico" y la cantidad "fisioldgica".

A causa de estas dificultades, es necesario medir el voluman
de distribucidn ds una substancia especifica, y referirse a ellos,
pudisndo servir su comparacidn en diferentes estados como un {ndice
de los cambios del volumen extracelular. Para medir el volumen de -
distribucidn del espacio extracelular pueden utilizarse dos tipos de

substancias: a) polisaciridos como inulina o manitol; b) iones, como
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tiosulfato, sulfato, tiocromato, cloruro, bromuro o sodio. A causa

de las diferentes velocidades de penstracidn de las substancias en
cada uno de los partimientos antes mencionados, es necesario distin
guir al menos 2 fases: 19: fase de equilibracidén rdpida, con un tiem
po medio de 20 minutos, y que representa la difusidn en el plasma y
el 1fquido intersticial; 29: fase de equilibracién lenta, con un tiem
po medio de S-9 horas, represﬁntando la penetracidn en los restantas
compartimientos extracaluiarés

Nosotros hemos utilizado la fase rdpida del espacio des inuli
na, como medida de volumen extracelular, representado fundamentalmen
te por su componente intersticial. El espacio de inulina se ha calecu
lado por el métode de la inyeccidén dnica, Esta método se utiliza para
substancias de excrecidn renal lenta. Asi, cuando una cantidad cono-
cida de una substancia se inyecta intravanosamente, hay dos factores‘
que determinan su concentracién plasmitica subsiguiente: a) excrecidn
renal; b) panetracién en otros compartimisntos, Cuando una substancia
ha penetrado uniformemente en los compartimisntos an que puede distri
buirse, su tasa de desocupacién del plasma es constante, deﬁende sola
mente de la excracidn raenal.

En la préctica, para medir el espacio de inulina por este mg
todo, se inyecta una cantidad conocidad de inulina {ntravenosamente,
y su concentracidn plasmdtica se determina a intervalos de tiempo.
Posteriormente se representa el logaritmo de la concaentracién plasmg
tica frente al tiempo. 5e ebssrva entonces (Figura B8.4.1) que la rg
presentacidén tiene dos partes, una curva que representa la fase de
difusidn rdpida del plasma al liquido intersticial, y una segunda fa

ses recta, qus rspresenta la secrecién renal censtanta.
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Para hallar el volumen del compartimiento- donde se ha difundi
do la inulina, tendremos que determinar la concentracidn plasmatica
que dseber{a habserse obtenido si la substancia test penetrara instan
téneé 8 uniformemente en los diversos campartimientos sin haber sido
excretada por los rifiocnes, Esta cancantracién instantanea se obtiene
extrapolando la parte recta de la curva a tiempo O y hallando el antji
logaritmo., Dividiendo la cantidad de substancia inyectada por la copn
centracidn instantinea se obtiene el volumen del compartimiento pene
trado por la sustancia en este caso, el espacio de inulina.

En nuestro caso, las ratas en las que se iba a hacer el esty
dio ss prepararon guirdrgicamante segdn se ha descrito en el aparta
do B.l.b. 0,25 ml de una solucidn de inulina marcada con 3H ] laC
(Amersham Searle, Holanda) y de actividad alrsededor de 2 x 107 dpm/ml
se inyectan intravenosamente en aproximadamente 20 segundos. Musstras
de plasma de 75 pl se obtienen a 5, 10, 15, 306, 45, 60, 90 y 120 minu
tos despuéds de la inyeccidn.

Muestras de 15 pyl de plasma se pusieron por duplicade en via-
les de centelleo conteniendo 2 ml de agua destilada. También se pu-
sieron por duplicado alicuotas de la solucién de inulina inyectada.
A todos los viales se les affadid 8 ml de liquido de Bray, y se con-
taron an un contador de centellao liquido en el canal adecuado.

El logaritmd de las concantraciones plasmaticas de inulina se
representd frente al tiempo, y el espacio de inullina se determind se

gin se ha descrito anteriorments.



- 63 -

B.5 TECNICAS HISTOLOGICAS

Las piezas, cuando se extrasn, son inmediatamente fi jadas an
formol-salino' (10%) durante un periodoc que coscila entre 24 y 72 ho-
ras, Posteriormenta se deshidratan mediante pasos sucesivos por etanol
entre 96% y 100% y se incluyen en parafina. Se cortan usualmentse en
cortes de 3-4 micras de espesor y se tifien con hematoxilina eosina
por métodos convencionales. Las preparaciones se sstudian por 2 obség'
vadores distintos, que no conoci{an el tratamiento previo del animal.

Ademis, uno de esllos al menos ss un especialista en anstomia patold

gica. Los puntos fundamentales a obssrvar son:

a) Integridad del epitelio tubular. Se valora de 0 a 5 crucss
separando cortaza externa, corteza interna, mddula y papi-
la. Con el siguiente criterio:

0 normal
+ ligera vacuolizpcién citoplasméti;a

+ 4 forma y tamafo normal, alteracidn intrascitoplasmica im

portante,
+ 4+ 4+ pérdida del borde en cepillo, distorsidn celular.
+ + + ¥ células reconocidas como independientes pero sin

gstructura interna.
+ + 4+ 4+ 4 apitelio tubular inexistente o transformado an
una masa amorfa.
b) Presencia de obstruccidn o dilatacidn tubular y tipo de ma
terial que obstruve.

c) Presencia de edema intersticial y su localizacién.
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8.6 TECNICAS QUIRURGICAS

B.6.a Nefrectomia unilateral

Para la nefrectomf{a unilateral las ratas fueron anestesiadas
mediante su Introduccidn en un recipiente que contania gasas empapa
das en dter. Se procurd que la anestssia Fuera lenta debido a que -
es mAs duradera y produce menos sfectos secundarios. Una vez anaste
gsiada, se colocd sobre una superficie mdvil de formica que previa-
mante se habia limpiado con etanol y se inmovilizé al animal median
te esparadrapo. La zona dorsal subcastal se rasurd y se limpid con
una solucidn antiséptica (Betadine). El matasrial quirdrgico se puso
desde al menos una hora antes en una solucién al 0,5% de un germici
da (Armil), Se hizo una incisidén subcostal de 2 cm de longitud en
la piel y en la capa muscular y se accedid a la celda renal retro-
peritonealments. Se separd cuidadosamanta la glindula suprarrsnal
¥ su vasculatura y 5e'lig6 el pedicule renal con sutura da lino, ex
tirpidndose inmediatamente el rifién. Si casualmente se hace algdn -~
desgarro peritonaal no sa repard. La capa muscular se cerrd con su
tura caontfnua y se sspalvored con una sulfamida (Azol). A continua
cidn se cerrd la pisl y la sutura ss bafd con Betadine.

Las ratas pssudooperadas recibieron la misma manipulacidn ex
capto que ni se ligd el pediculo ni se extirpd sl rifdn.

Todos las animales despuds de la cirugia recibieron 2 ml de
ClNa 0,9% intraperitonealmsnts.

Usualmenta se extirpd el rifén desrechao.
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B.7 METODDS DE_VALORACION QUIMICA

B.7.a lnulina
La inulina no radicactiva se determind en plasma y orina por
un método derivado dsl publicado por Davidson y Sackner (76). ElL mg
todo es el siguisntes: sn un tubo capilar de 75 pl de capacidad se -
colocaron 20 ul de plasma y 40 pl de Acido tricloroacético. Uno de
sus lados se cerrd con plastilina y se centrifugd durante 5 minutos
an la centrifugqa de microhematocrito. Lo mismo ss hizo por duplica-
do para todas las muestras de plasma, La orina se diluyd an agua des
tilada seqdn la diuresis del animal y la presunta concentracién de
inulina (de S0 a 1000 veces). En tubos especiales de 3 ml de capaci |
dad y 5 mm de didmetro se pusieron por duplicado:
- alfcuotas de 0,1 ml de la dilucidn de orinas.
~ el total del sobrenadante del plasma despuds de la desproteiniza-
cién.
~ alicuotas de 0,1 ml de solucién de fructosa conteniendo 50, 100,
150, 200 y 300 mg/ml.
~ 0,1 ml de agua dastilada.

Los tubos se introdujeron en un bafio de hielo y a todas ello
se legs affadid 2 ml de una salucién de antrona (Merck, Darmstadt, Alg
mania) en Acido sulfdrico (0,4 g de antrona en 370 ml de Acido sulfg‘
rico 90%). Despuds se colocaron en un bafic termostatizado durante 60
minutos a 39°C. La reaccién se paré introduciendo los tubos durante
10 minutos en un baMo de hislo. La absorcién del croméforo se midid
a 620 pm en un espsctrofotdémetro (Coleman Junior 2).

14 :
Cuando se utilizé inulina radioactiva (normalmente = C-metox
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Inulina) ésta se ipfundid de forma que las cuentas en las muestras
de fluido tubular (alrededor de lS)Hl por muestra) tuvieran una ac

tividad al menos cuatro veces superior a la del foando.

8.7.b El &cido para-amino-~hipdrico

Hemos utilizado una modificacidn al mdtodo de Smith y col.
(149) gue se bssa en la diazotacién del grupo para—-amina del PAH con
4cido nitroso. El exceso de N02H sa glimina con sulfamato aménico, vy
la reaccidn con N (l-naftil) atilendiamina produce un cromdgeno que
absorbe splectivaments a 540 nm, E€ste método gs altamente especifi-
co para el PAH, y sdlo’'la presancia de sulfonamidas en el fluido a
determinar puede producir interferencias en la reaccidn (149). €1 mé
todo, tal y como nosotros lo hemos aplicado para nuestras condicio-
nes, 8s comp sique: en tubos de polietilena se ponen 1 ml de Acido
tricloroacético 5% y 25 pl de plasma. Se agita vigorosamente durante
unos sequndos y 88 centrifuga durante 15 minutos, a 3000 rpm. Un ml
del sobrenadante se coloca en los tubos de reaccidn de 4 ml de capa
cidad., Los plasmas se preparan por duplicado. Las orinas se diluyen
adecuadamente seqdn la concentracién de PAH previsible (1:1000 a
1:10000) y se pona 1 ml en los tubos de reaccidn por duplicado. Tam
bién se pons, en tubos de reaccidén y por duplicado, alicuotas des 2
ml de solucién de PAH entre 0,1 y 1 mg/l00 ml.

A cada tubo se le afiade 0,2 ml de CIN 1,1 N y 0,1 ml de nitritc
sédico, 100 mg/100 ml, y se agita. Tras un periodo de tiempo no in-
ferior a 3 minutos ni superior a S, se le aifade 0,1 ml de sulfonato
sbédico 500 mg/100 ml, sa agita y se espara un periodo de tiempo igual

al anterior, transcurrido el cual se affade 0,1 ml de N-(lnaftil)-etil
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endiamina 100 mg/100 ml, se agita y se espra 15 minutos. A partir de
este tiempo 8l color formado se estabiliza.durante aproximadamente
45 minutaos.

Esta modificacidn permite una linearidad entre concentracidn
y absorcidén entre 0 y 0,9 mg/ml con un coeficiente de cerrelacidn mag
dio de 0,992 f 0,0001 (media : error estandar de la media, 5 datermi
naciones). El coeficiente de variaciédn intemensayo fue de 3,2% para
la muestra de 0,2 mg/100 ml y 3,1% para la muestra de 0,8 mg/100 ml
(25 determinaciones para la primsra y 20 para la segunda).

8.7.c Creatinina ‘

Para la determinacidn de creatinina sn plasma'y orina se ha
utilizado una pequefta modificacién del método de Doolan y Alpen (45)
que, en breve, 8s caomo sigue: En un tubo de polietileno de radioinmy '
noensayo se pone de 0,1 a 0,5 ml da plasma, se completa a 1 ml con
agua destilada y se affaden 0,5 ml de dcido sulfirico 0,66 N, sebmeg
cla bien y se afade 0,5 ml de tungstato sddico gota a gota y agitan
do. Se reposa durants 30 minutos agitando varias veces y se centri-
fuga a 3000 rpm durante 15 minutos; 1 ml del sobrenadante se pons en
tubos de reaccidn de 4 ml de capacidad por duplicado.

La orina se diluyes seqdn la supuesta concentraciédn de creati
nina (1:10 - 1:100) con &cido sulfdrico 0,093 N. De aquf{ se ponen en
los tubos de reaccién alfcuotas de 1 ml por duplicado.'Asimismo se
ponen ean tubos de reaccién alicutoas de 1 ml de solucidn de creati
nina en su;Fdrico 0,093 N de I a 40 mg/ml.

A todos los tubos gse les affadié 0,4 ml de acido pfcrico saty

rado y 0,4 ml de sosa 8,75 N, se mezclé bien y la absorcidn se lee



- 68 -

en 520 nm a los 16 minutos, pues sl cromdgeno 8s astable durante muy
poco tiempo.

La representacidn absorbancia-concentracidn de inulina es li-
neal entre 0 y 30 mg/ml, con un coeficiente de correlacidn de 0,993
- 0,802 (media t e.a.m,, 10 determinaciones; B puntos por determina
cién). El coeficlente de variacién intrasnsayo fue del 2,5% para muesg
tras de 15 mg/ml y 25 mg/ml y al coaficiente de variacidn interansa
yo,08cild entra 2,5 y 3,3% para muestras que oscilaban entre 5 y 30

mg/ml (10 determinaciones por muestra).

B.8 DETERMINACION OEL CONTENIDO.RENAL DE RENINA

B.8.a Fundamentos

La renina ha sido determinada mediante la capacidad que tiene
de genarar angiotensina 1 (A I) en prasencih de una cantidad adecua
da de substrato y an un medio de incubacidn iddneo.

Hasta la actualidad no ha sido posible aislar la renina como
una protefina lo suficientemente purificada pomo para permitir la dg
terminacidn directa de su concentracidn plasmatica por métodos qui-
micos o inmunoquimicos; por ello, es por lo que se valora la renina
indirectamente mediante la cuantificacidn de sus efectos enzimaticos.
Bajo determinadas circunstancias, el grado de gensracidn de Al y AII
depende b&4sicamente de la concentracidn plasmitica de renina. Desde
la introduccién del radiocinmunoensayo (RIA) por Berson y Yallow (17),

difersntes grupos han trabajado para obtansr un método de RIA eficaz
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para poder determinar la cancentracidn de Al y AII, lo cual permite
deducir la de renina.

Uno de los primeros problemas fus el de la obtencidén de anti
susros especificos anti AI y AIL, ya qus ambos, por ser péptidos pg
quefios, tienen escasa capacidad antigénica. Lo que se hace es unir-
les a moléculas mayores, qua al comportarse como haptanos producen
buenas tasas de anticuerpos especificos en el animal inmunizado. La
concentracidn de renina pusde determinarse valorando la gensracidn
de AI & AII. Esta segunda posibilidad presenta muchos inconvenientes.
En efecto, la genaracidn de AIl durante la incubacidn depende ds 2
enzimas: la renina y la enzima de conversidn, siendo necesaria gue
esta dltima esté en exceso, lo cual no ocurre heabitualmente debido a
que las sustancias nacesarias‘para inhibir las angiotens;nas (que en
otro caso destruirian al producto formado) iphiba a la vez la enzima_
de converaidén (148, 181) lmplﬁiéndola actuar apropiadamange en el pa
so AI—-AII.

£l método utilizado es una modificacidn del pussto a punto en
nuestro laboratorio por Casado y col. (29), el cual a su vez deriva

del publicado por Habar y col (60).

B.8.b Materialas utilizados
- Ila-5-angiotensina I para estandar y trazador. (Ces,Sorin,
Francia).
s : 125 . P
- Ile-5-angiotensina I marcada con 1 segin el método de la
oxidacién con cloramina T ds Hunter y Greenwcod (76).
~ Antisuero anti Ile-5-angiotensina Im obtenida por inmuniza

cidn en conejos segin técnicas tradicionales, La antigeni-
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dad de 1a Ile~5-AI1l se aumenta por unidn a seroalbdmina de conejo.
El antisuero se utiliza a una dilucidn 1 : 280000,

- Etilendiaminotetracetato disdédico (Merck)

—~ Sulfato de 8-hidroxiquinoleina (Merck)

~ 2-3-dimercaptopropranol (Merck)

~ Tampén Tris, pH: 7,4; 0,025 M con lisamina 0,25%

- Carbén dextrano (0ifco).

B.8.c Procedimiento

El fragmento de tejide a valorar (riiién de rata) se mantisne
conhgelado a -AUOC hasta el momento de hacer la medida. Entonces se
descongela a 4DC y se vuelve a congelér 2 6 3 veces para romper las
células., Luego se fracciona en pequeiios pedazos con un bisturi y se
homogeniza en solucidn salina muy fria (C1Na 0,9%, 5 ml/g de tejidoj
en un homogeneizador de Potter sumergido en hielo. Una alicuota del
homogensizado se separa para determinar el contenido en proteinas y
el resto se centrifuga a 3000 r.p.m, durante 30 minutos a 4°c en una
centrifuga Christ dotada de mecanismo de refrigeracidn, El sobrenadan
te se separa y se diluye adecuadamente segin el rango de lectura del
método y la concentracidn de rsnina de la muestra. Usﬁalmente se di-
luye entre 1:8000 y 1:16000. 0,1 ml de dilucidn se coloca por duplics-
do en tubos de RIA que contsnian 0,24 ml de plasma de ratas nefrecto
mizadas 48 horas antes (rico en angiotansindgeno, pero sin renina) y
se affade 0,9 ml de tampdn Tris, pH: 7,4; 0,025 M que contenian los
inhibidores enzimiticos: sulfato de 8-hidroxiquinoleina 0,34 M, 2 ml/
100 ml de tampdn y 2-3 dimercaptopropranolol 0,6 mg/l00 ml del tampdn.

De @stas soluciones se hacen dos alicuotas de 0,5 ml, una de las cua
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las se incuba a a°c (no gensracidn de AI) y otra a 37°C. Posterior-
mente, y en tubos de radioinmunoanilisis se pone por este orden:

— Tampdn Tris, pH: 4,7; 0,8 ml

- 125I—AI, 0,085 ml

Solucién estandar de Al de concentraciones 0,5, 1, 2, 4, vy

y 8 mg/ml: 0,8 ml 6 selucidén problema incubada a 4%t 0,05 ml.
6 solucién problema incubada a 37°C 0,05 ml.
- antisuero anti Al, diluido 1:280000, 0,05 ml,
4 tubos se utilizan para medir actividad total y en ellos se pone
0,9 ml del tampén, 0,05 ml de l251 AI y 0,05 ml de antisuero. El res
to de los tubos de la curva sstandar y los problemas se ponen. por
triplicado.

Tras agitar, la mezcla se deja 24 horas a 4°C. Después se pro
cede a saparar la fraccidn ligada alhanticuerpo-de la fraccién libre
mediante la adicidn de 0,5 ml de carbdén activado dextrano a todos los
tubos excepto a los que se utilizan para maedir actividad total. Se
agitan y se centrifugan 10 minutos a 3000 rpm y a ADC. 58 decanta el
sobrenadante y se cuenta su actividad gamma sn el canal adecuado ds
un contador de radiacién gamma. o

Se cuentan también 5 tubos conteniendo agua destilada-para me
dir la actividad de fondo del aparato.

Todo el procsdimiento se realiza a 4°c (excepto la incubacidn)
y el matarial es siempre de pldstico y de un sélo_uso.

Al contaje de cada.tubo se le resta gl valor de los blancos y
la media del triplicado se calcula como porcentaje de la actividad
total (media de los 4 tubos que no recibfan carbdn activado). Con los

diversos astindares representande el porcentaje de unién frente a la
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concentracidn del estandar se hace la curva sstandar.

En el punto O ds la curva estandar el anticuerpo liga entre
un 37 y un 52% de la actividad total, con una media de 46,6 y una
desviacién estandar de 4,6 para 12 curvas.

ta concentracidn de Al en las muestras se calculd interpolan
do an la receta estandar. La concantracidn de Al gensrada se calcula
restando el valor de la muestra incubade a 4° (no hay generacidn)
del de la muestra incubada a 37°C. La concentr§di6n de renina se ex
presa en ng de Al generado por ml de homogeneidad y hora de incuba-
cién, tras los cdlcules adscuados de acusrdo con las diluciones efag
tuadas., .

ﬁara obviar las diferencias de peso del rifién debido a presen
cia de edema intersticial, la concentracidn de renina se ha expresa
do por cantidad de proteina. Por ello, y como se ha mencionado antes,
se determina la concentracién de proteinas de una alicuota del homo-
geneizado por medio del método de Lowry,

Asi, la concentracidn de renina se expresa en ng de Al genera

da por hora de incubacidn y ug de protseina.

8.8.d Comprobacién del método

Aunque este mdtodo ha sido repetidamente empleado en nuestro
laboratorio (90, 91) sse han hecho una pequefia serie de pruebas de va
lidacién:

a) Especificidad del antisuero. La especificidad del antisug
ro se pone de manifiesto en la Figura B.8.1 en la que se muastra una
ausencia de reaccidn cruzada con la AIl.

b) Reproducibilidad de la curva estandar. La Fiqura B.8.2 es
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téd obtenida con la media i e.a.m, de 12 curvas estandar distintas,
€l coeficients de variacién interensayo es de un 6% (12 determina-
ciones), y el coeficiente de variacién intsrsnsayo es des un 9% (6 -
determinacionas).

c) Recuperabilidad.- A 0,1 ml de dilucién de angiotansina Il
conteniendo cantidades variablas se han affadido a 0,25 ml de plasma
de rata nefrectomizada al menos 48 horas antes; las cantidades affa-—
didas fueron 4000, 2000, 1000 y 500 pg/ml, y las muestras ss proce-
saron coma si de problemas se tratara. €1 resultado de la axperien-

cia se muestra en la tabla

TABLA

Recuperacidén de Al afiadida a plasma de rata nefrectomizada

Al affadida Al medida Recuperacidn
L1 P9
0 0
500 490 98%
1000 900 90%
2000 1650 82%
4000 3450 86%

3

8.9 OTRAS DETERMINACIONES

Las concentraciones de sodio, potasio y cloro en plasma y or
na han sido medidas mediante un sistema auvtomdtico que utiliza seleg

trodos selectivos (Stat-Ion, Technicon Co., New York, U.S5.A.).
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Alternativamente el sodio y el potasio se midieron por espectrofoto
motrf{a de emisidn de llama (IL 143; Instrumentation Labaratory, Bos
ton, U.S.A) y el cloro madiante un clorhidrématro {Butchler Cotlove;
Butchler Inst, Fort Lee, U.S5.A)}.

E1l CDSH_ sa midid por microgasometria (Natelson Microgasome-
ter, Scientific Industries, Sprindfisld, U.5.A). La osmolaridad del
plasma o de la orina se midié mediante el descenso del punto crioscg
pico en un osmémetro Fiske (Fiske Associates, Massachusetts, U.S.A).
El volumen hematocrito sanguinso se ha determinado mediante toma de
una muestra de sangre de 60 ul en un capilar heparinizado de 75 ul
de capacidad., Tras cerrarlo por un lado con plastilina sa cenfrifuga
durante 2 minutos a 20000 g en una microcentri{fuga (Heraesus Christ
GMBH Dsterode, Alemania) y se lee directamente en un lector circular
de microhematocrito (International Equipment Co., Needhamm Heights,
Massachusets U.5,A), La urea se determina mediants un método enzims

tico (ureasa) en un Autoanalizador automitico (Technicon).

B.10 METO00S ESTADISTICOS

La homogeneidad de los grupos de datos resultantes de las ex
periencias se ha analizado mediante andlisis de varianzas siempre -~
que el ndmero de grupos a estudiar sea superior a dos (88).

- Al haber diseffadc las expseriencias para gue los grupos a com
parar tuvieran el mismo numero de datos, tras el andlisis de variapn
za podemos analizar la significacidn de las diferencias entre las me

dias de los distintos grupos por el método de Duncan (46), que parmi
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te uh alto grado de automatizacidn da los calculos utilizando los
medios técnicos a nuesatro alcance qus son:

Calculadora Progrémabla "O0livetti 101 Progqramma" con tar jea-
tas magnéticas.

Calculadora Programable Hswlett-Packard 98l5A, con cintas mag
néticas compactas (cassettes). '

En el caso de grupos miltiples con distinto ndmero de datos
on cada grupo se ha utilizado, tras el andlisis de varianza, el test
de Knewman-Keuls (88).

Cuando sclamente habfa gue comparar dos grupos se ha utilizg

do 8l test "t" de Student, empare jado o no empare jado, depsndiendo

del problema a estudiar, con la oportuna correccién de los grados -
de libertad dsl coeficiente de ensayo en sl caso de la inhomoganei-
dad de varianzas (159).

Les rectas de regresién y el cdlculo de cosficientes de corrs
lacién se ha llsvado a cabo mediante un programa Olivetti 101, utili -
zando la técnica de los minimos cuadrados,

A menps que se mencione axpresamaﬁte otra cosa, los datos se
expresaréan siempre como madia {X) o error estandar de la media (e.e.

m. )
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c EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

c.1 VALORACION SECUENCIAL DEL FILTRADO GLOMERULAR Y DEL FLUJOD PLAS
MATICO RENAL DESPUES DE LA UNINEFRECTOMIA. .

Esta experiencia se ha llevado a cabo ean 32 animales. Ocho ra
tas se han preparado. para aclaramiento segdn se ha descrito en el -
apartado B.l.b. Ademds se ha realizado una incisidn en la parte supe
rior dsl abdomen, pasidndoss un lazo alrededor del pediculo renal de-
recho, dsjidndolo abisrto. Tras un periodo de equilibrio de 60 minu-
tos se han realizado dos periodos basales de aclaramiento de inulina
y PAH de 30 minutos de duracidn cada uno, y su media se tomd como va
lor basal, Entonces se ligd el pedfculo renal y se rasalizaron 5 perio
dos de aclaramiento de 1 hora cada uno. Las 24 ratas restantes fueron
uninefrectomizadas (rifidn derecho) caomo se ha descrito en el apartado
B.6, 24, 48 y 72 horas daspués>da la uninefrectomia, los animales se
prepararon, en grupos de 8, para aclaramiento, estudiindose dos perieo
dos de una hora, dando como valor del mismo la media de los dos perig
dos.
£ , E

PAH® "Na K' Cl1’
Los resultados se presentan en'las fiquras C.l.1, €.1.2 y C.1.3. De

En cada periodo se calculd cin’ C 3 FF y Vo.
ellas puede deducirse gue, en las cuatro horas siquientes a la elimi
nacidn de la funcidn de uno de los rifMones, no se produce ningldn aumen
to observable dsl FPR ni del FPR en el rifién contralateral. A las 24
horas se observa ya un ligero aumento de ambos parametros, pera que

no os estadfsticamente significativo respecto a los valores basalas.

A las 48 horas los aumentos son ya de un 10% en el FG y de un 36% en

el FPR, A las 72 horas &l FG aumenta en otro 10% mientras gue el FPR
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pricticamente no aumenta.

Es a las 48 horas cuando se observa un aumento miximo del FPR,
sobre todo en relacidn con el FG, alcanzando la fraccidén de filtra-
cidén un valor del 81% del basal. Ha sido este hacho el qué nos ha hg
cho eleqir las 48 horas despuds de la nefrectomia como el momento -
adecuado para poder estudiar las intsracciones éntre las alteraciones
hemodinidmicas del FRA y la uninefrectomia.

Es de interés el hacer notar que, solamente 4 horas despuéds de
la uninefrectomia, sl volumen urinario ha alcanzado ya un aumento del
62% respacto al valor basal. Lgs excreciones de Na, K, y C1l sufren al

teraciones similares.

c.2 FRACASO RENAL AGUDO_EN MASA RENAL REDUCIDA

Para esta experiencia se han utilizado 33 ratas. Veintidés de
ellas fueron sometidas a nefrectomia unilateral y en las otras 1l
(Grupo 2.C) se realizd una oparacién simulada. Cuarenta y ocho horas
més tarde se indujo el fracaso renal agudo en 11 de los animales uni
nefrectomizados (Grupo 2.A) y en el grupo de ratas pssudooperadas.
El FRA se indujo mediante la inyeccién intramuscular, en ambas patas
traseras, de una solucién de glicerina 50% en agua destilada, y a una
dosis de 10 ml/kg de peso. En sl grupo 2.B la inyeccién de glicerina
se sustituyd por una inyecci'én similar de glucoss isotédnica.

Una vez inducido sl FRA, las ratas se pusieron en cajas metg
bolicas individuales durante 2 dfas, realizando aclaramisntos ds crsa

tinina de 24 horas de duracidn seglin ss ha descrito en el apartado
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B.l.a. Diariamentes las ratas se pesaron, se midid su consumo de agua
y comida y se recogid la orina, librs de heces y comida, en probetas
que cantenian parafina liquida.

Cuarenta y acho horas despuds de la induccidn del FRA, los
animales se anestesiaron ligeramente con éter, se hizo una amplia la
parotomia a través de la linea media, sa pinzaron los pediculos rena
les con pinzas del tipo Bull-dog y se aobtuve una muestra de sangre
por puncidn adrtica. Los rifionas se extrajsron y se pesaron en una
balanza electrdnica con una precisidén del miligramo.

En la orina recogida diariaments se midié su volumen, osmola
ridad y concentracidén de Na, K , C1 y creatinina. Asimismo ss midié
en la sangre el volumen hématocrito, y las concentraciones plasmiti
cas de Na, K, Cl, urea y creatinina, asi como la osmolaridad.

Los resultados de estas experiencias se expresan en las tablas
€c.2.1 a C,2,8.

£n las tables €.2.1, C.2.2,, €.2.3., C.2.4., vy C.2,5. se ob-
serva que los grupos utilizados son homogéneos y comparables en esta
do basal en cuanto a peso de los animales, volumen urinario y excre-
cidn de Na, K y Cl.

Daspuds de la nefrectom{a, la diuresis y la excrecidn de Na,
K y Cl se mantienen iguales en los animales uninefrectomizados y pseu
dooperados. Sin embarqgo, en los primeros, la excrecién se produce con
un sélo rifiédn, por lo gue el volumen urinario y la excrecidn de Na,

K y Cl1 por rifién son del orden del doble de 108 que muestran los ani
males pseudooperados.

Tras la induccidn del FRA, la diuresis es superior significa

tivamente en el grupao de los animales uninefrectomizados (Tabla C.2,2)



TABLA C.2.1.

Fracaso renal agudo en masa renal reducida
Variacién del peso en los animales durante las experiencias (g)

Periodo Dfas Estabilizacisn | MRR. 2 FRA.
Peso 1,2,3,4 5,6 78
" Grupo2.A. X 221.3 -27 - 17 -23
EEM 4.8 1.0 0.8 0.8
Grupo 2.B. X 209.0 —45 -12 +0.5
EEM 6.0 1.1 0.6 0.3
P NS NS NS <0.05
Grupo 2.C. X 210.9 -25 +0.3 -30
EEM 7.0 1.0 0.6 1.1
P NS " NS <005 NS
P NS NS <0.05 <0.05

Tratamiento de cada grupo : 2.A : uninefrectomia y glicerina; 2.B: Uninefrectom{a y glucosa; 2.C: No nefrectom{a y glicerina.
1: uninefrectomia y operacién simulada

2: Inyeccion de glicerina (FRA) o glucosa (control)

Los resultados se expresan como % de variacion respecto al beso basal

p respecto al grupo 2.A. p’ respecto al grupo 2.B.

Cada grupo estd compuesto por 11 animales.



Dias

|

Grupo 2.A.
EEM

]

Grupo 2.B.
EEM

|

Grupo 2.C.
EEM

P

p
Tratamiento de cada grupo :

TABLAC.2.2.

Volumen urinario durante las experiencias (ml/24 h)

2

3 a s 6 7 8
7.7 81 71 10.8 13.5 19.6
1.3 12 1.0 0.7 1.9 2.1
6.7 7.8 7.1 9.7 7.7 10.1
0.9 1.8 0.6 1.4 0.7 1.7
NS NS NS NS NS < 0.05
6.9 6.6 48 9.8 4.9 9.6
0.7 1.0 0.5 1.7 1.7 1.7
NS NS  <0.05 NS < 005 <0.05
NS NS <0.05 NS NS NS

2.A: uninefrectomia y glicerina; 2.B. : uninefrectomia y glucosa;
2.C: no nefrectomia y glicerina.

1. uninefrectomia u operacion simulada.
2. inyeccion de glicerina (FRA) o glucosa (control)

p respecto al grupo 2.A.

2

p’ respecto al grupo 2.B.

Cada grupo estd compuesto por 11 animales.



TABLA C.2.3.

Excrecién de sodio durante la experiencia (uEq/24 h)

Dias 3 s V5 s * 7 8

Grupo2A. X 528 541 327 446 328 514
EEM 58 a6 50 77 49 62

Grupo 2B. x 412 470 299 590 303 665
" EEM 34 44 47 76 60 38

p NS NS NS NS NS NS

Grupo2C. X 460 507 290 514 151 525
EEM 53 28 53 7 50 84

P NS NS NS NS NS NS

P NS NS NS NS <005 NS

Tratamiento de cada grupo: 2.A. uninefrectomia y glicerina; 2.B: uninefrectomia y glucosa;
2.C. no nefrectomia y glicerina
1:  uninefrectomia y operacion simulada 2: inyeccién de glicerina (FRA) o glucosz (control)
Los resultados se expresan como pgrcentaje de variacién respecto al peso basal.
p  respecto al grupo A.A. p’ respecto al grupo 2.B.
Cada grupo estd compuesto de 11 animales.

e RZ



TABLA C.2.4.
Excreccion diaria de potasio («Eq/24 h)

3 ¢ 15 6 2 7 8

Grupo2.A. X 1327 1331 1024 1480 14 1293

EEM 124 88 105 107 117 80
Grupo2B. X 1281 1254 1111 1273 1148 1523

EEM 98 94 109 86 92 104

P NS NS NS NS NS NS
Grupo2.C. X 1287 1214 1005 1240 296 100

EEM 66 82 9% 154 108 100

p NS NS NS NS p < 00025 p < 001

. NS NS NS NS p < 0.0025 p < 0.005

Tratamiento de cada grupo: 2.A: uninefrectomia y glicerina; 2.B: uninefrectomia y glucosa; 2.C: no nefrectomia y glicerina.

1: uninefrectomia y operaci6én simulada.

2: inyeccidn de glicerina (FRA) o glucosa (control)

Los resultados se expresan como porcentaje de variacion respecto al peso basal
p  respecto al grupo 2 A p’ respecto al grupo 2.B.

Cada grupo est4 compuesto por 11 animales.



TABLA C.2.5.

Excreccion diaria del cloro (u Eq/24 h)

4 ! 5 6 2 7 8
Grupo 2A X 721 598 565 230 56
EEM 44 41 56 © 58 73
Grupo 2B 3 675 555 605 ST 650
. EEM 57 55 43 45 55
P NS ‘ NS NS < 005 NS
Grupo 2C X 680 503 605 165 470
EEM 49 63 65 35 66
NS NS NS NS NS
P NS NS NS < 001 NS

Tratamiento de cada grupo: 2.A: uninefrectomifa y glicerina; 2.B.: uninefrectomia y glucosa; 2.C.: no nefrectomia y glicerina.
1. Uninefrectomia u operacién simulada.

2. Inyeccién de glicerina (FRA) o giucosa (control).

Los resultados se expresan como porcentaje de variacién respecto al peso basal.
p  respecto al grupo 2LA. p’ respecto al grupo 2.B.

Cada grupo est4 compuesto por 11 animales.

&L



TABLA C.2.6.

Eliminacién osmolar diaria a lo largo de las experiencias

Osmolaridad urinaria (mOsm/KgH, 0)  Excrecion osmolar (mOsm/24 h)

6 2 7 8 6 2 7 8
Grupo2.A. x. 1198 478 694 1293 645  13.60
EEM 211 " 60 94 1.49 1.1 1.97
Grupo2B. X 1260 1472 1493 12.22 1133 15.07
EEM 158 154 119 0.94 1.07 202
p NS <0005 <0.005 NS <0.001 NS
Grupo2.C. X 1066 : 78 619 10.44 1.85 6.63
EEM 171 I 57 091 0.07 0.10
p NS NS NS NS < 0.0005 < 0.001
P’ NS <0005 < 0.005 NS < 0.0005 < 0.005

Tratamiento de cada grupo: 2.A. uninefrectomia y glicerina; 2.B. uninefrectomia y glucosa; 2.C. no nefrectomia y glicerina.
1: uninefrectomia u operacion simulada.

2: inygccién de glicerina (FRA) o glucosa (control).

Los resultados se expresan como porcentaje de variacion respecto al peso basal.

p  respecto al grupo 2.A. p' respecto al grupo 2.B.

Cada grupo esta compuesto por 11 animales.



TABLA C.2.7.

Determinaciones en sangre 48 horas después de la induccién del Fracaso Renal Agudo

Hcto Na K C1 Creatinina
% mEq/1 mEq/t mEg/l mg/100mi
Grupo 2A X. 34.6 135.9 3.43 106.3 1.99
EEM 0.5 2.1 0.10 1.7 0.23
Grupo 2B X 39.5 138.2 3.85 106.3 0.50
EEM 03 0.8 0.12 08 0.03
p <0.0005 NS < 0.008 NS < 0.0005
Grupo 2C X 31.2 136.2 4.50 101.6 3.62
EEM 08 2.0 043 35 0.27
p < 0.001 NS < 0.005 N$ < 0.0005
p <0.0005 NS < N§ NS < 0.0005

Tratamiento de cada grupo como en la tabla anterior.

Los resuitados se expresan como porcentaje de variacibén respecto al peso basal.
p  respecto al grupo 2A; p’  respecto al grupo 2B.

Cada grupo esta compuesto por 11 animales.

Urea

mg/100 ml

183.8
249

51.5
29

< 0.0005

3643
317

< 0.0005

< 0.0005

Osmolaridad

mOsm/Kg
3169
34
2838
2.6

< 0.0005
364.2
35

< 0.0005

< 0.0005

Cer

m1/min/Kg p.c.

0.87
0.12
3.60
0.36

< 0.0005
031
0.11

< 0.005

< 0.0005

274



TABLA C.2.8.
Peso de los rifiones en los diferentes grupos (g/Kg de peso corporal)

Rifién derecho Riftdn izquierdo p”
Grupo 2.A. X 3.08 5.03 < 0.0005
EEM 0.09 0.19 o
Grupo 2.B. X 3.10 '3.82 <0.05
EEM 0.08 0.16
p NS NS
Grupo 2.C. X 4.67 4.41 NS
EEM 0.14 0.18
P <0.01 < 0.05
p' <001 <0.05

Riftén extraido por nefrectomia 48 horas antes de provocar el fracaso.
Rifion extraido 48 horas después de provocar el FRA.

p  respecto al grupo 2A; p'  respecto al grupo 2B

%]

p~ respecto al rifién derecho.
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Tambidn es superior la axcrecién de Na y Cl en las 24 horas primeras
despuds del FRA (C.2.3 y C.2.5), y la excrecidn de potasio tanto a
las 24 horas como a las 48 horas (Tabla C.2.4). Tambidn la excrecidn
osmolar es superior en los animales uninefrectomizados (Tabla C£.2,6).

A las 48 horas de la induccién del FRA, los animales uninefrsc
tomizados presentan un haematocrite significativamente mayor que las
uninefrectomizados, pero menor que los uninafrectomizados sin FRA.
Asimismo presentan un menor contenido de potasio plasmético. Las con
cantraciones plasmiticas de crsatinina fueron de alrededor de un 50%
en los animales uninefrectomizados respecto a los pssudoouperados,
aungue casi cuatro veces las de los enimales sin FRA, Algo similar
pueds decirse de los valores plasmdticos de urea. El aclaramiento de
creatinina en el perfodo transcurrido entre las 24 y las 48 horas
después del FRA es alreédedor de un 160% mayor en los animales uninae-
frectomizados qua en los controles, aunquelsélo as de un 25% del CCr
medido en el mismo perfodo de tiempo en los animales uninefrectomiza
dos sin FRA (Tabla C.2.7.).

Es interesante tambidn hacer notar al'importanté aumentao de
pesa de los rifones can FRA.

Como hemos hecho notar mds arriba, la eliminacidn de agua y
slectrolitos por el animal uninefrectomizado era, en el momento de
llevar a cabo la induccién del FRA, similar a la de los animales con
troles, y como estd probado gque los animales de la edad y peso de
los utilizados en la experiencia (2 meses y alrededor de 200 g) la
nefrectomia unilateral no induce un aumsnte del ndmero de nefronas
(19, 81, B2, 106, 109) as svidente gue exists un aumento de la excrg

cidn de agua y sal por nefrona. Es por ello, y para tratar da probar
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si Bara este hecho la causa de la proteccidn encontrada, por lo que
se ha realizado la experiencia siguisnte.

.

c.3 SOBRECARGA_HIDROSALINA EN LOS ANIMALES PSEUDOOPERADDS

Para tratar de obviar el aumento de la diuresis y de la excre
cién da NaCl después de la nefrectomia unilateral, se ha inducido en
un grupo de ratas pseudooperadas (Grupo 3.A) una diuresis y natriurs
sis similar a las de las uninefrectomizadas, mediante la administra-
cidn oral de agua y NaCl. Dus dias despuds de la»operacién simul ada
se laes indujo el FRA segin se ha descrito para el grupo 2.C. Los rg
sultados obtenidos en estos animales se comparsron con los obtenidos
en otras 13 ratas (Grupo 3.b), que se trataron exactamente igual gue
el Grupo 2.A., Las maediciones realizadas son las mismas que las men-
cionadas para el apartado C.2., y los resultados se expresan en las
Tablas C.3.1., C.3.2. y C.3.3.

En las Tablas C.3.1l. vy €C.3.2 se pusede observar que, con la
sobrecarga hidrosalina administrada, los animales pseudooperados -
presentan una eliminacién de agua y slectrolitos gue es del orden
del doble de la que tienen laos animales con un solg rifén, pero que,
e«pteéadas por rifdén, no presentan diferencias significativas, Sin
emhargo, como demusstra la Tabla C.3.3., el fracaso renal agudo ds
los animales uninefrectomizados es mucho mis lave qus sl que presen
tan los psseudocpsrados, con un aclaramiento de creatinina que dupli
ca al de estos Gltimos y unos niveles plasmiticos de urea y creati-

nina significativamente menores.



TABLA C.3.1.
Sobrecarga hidrosalina en ratas controles; Volumen de orina diario (ml/24 h)
2

3 4 1 5 6 7
Grupo3.A. x 7.8 8.1 13 9.0 12.9
EEM 1.2 1.3 0.9 1.1 2.6
Grupo 3.B. X 6.8 6.2 17.0 17.9 6.1
EEM 0.7 0.5 2.1 2.1 1.0
p NS NS < 0.0025 <0.0025 <0.01
Grupo3.B.* X 3.4 31 8.5 8.9 3.0
EEM 0.7 Q.5 1.1 1.0 0.7
p <0.05 < 0.05 NS NS < 0.005

Cada uno de los grupos est4 constituido por 13 animales.

*Los datos para el grupo 3B estin aqui expresados como mlf24 h/rifién

Las ratas recibieron a partir del 5.0 dia 40 ml de agua que contenia 400 uEq de CINa diariamente. '
1 unirefrectomia u operaci6n simulada.

2 inyeccion de glicerina (FRA) o glucosa (control)

18.7
54
11.8
22
NS
5.4
1.1
< 0.001

08



TABLA C3.2.
Sobrecarga hidrosalina en ratas controles. Excreccién diaria de sodic (uEq /24 h)

4 5 6 7
Grupo 3.A. . 4115 2422 300.0 241.1
EEM 49.9 35.6 52.8 61.4
Grupo 3.B. X 399.7 467.6 742.1 168.8
EEM 44.6 533 80.0 42.0
p- NS 0.001 0.0005 NS
Grupo 3.8." X - 2338 376.0 84.4
EEM - 26.6 39.9 21.0
p NS NS 0.01

Cada uno de los grupos estd constituido por 13 animales.

*Los datos para el grupo 3B estin aquf expresados como ml/24 h/rifién.

Las ratas recibieron a partir del 5.0 dia 40 ml de agua que contenia 400 uEq de CINa diariamente.
1 unirefrectomia u operacion simulada.

2 inyeccibn de glicerina (FRA) o glucosa (control).

330.4
40.0
526.0
78.2
NS
263.0
39.1

NS



TABLA C.3.3.

Determinacion en sangre 48 horas después de la induccion de un Fracaso Renal Agudo.

Hcto

%
Grupo 3.A. X 34.7
3 EEM 0.6
Grupo 3.B. X 334
EEM 0.9

p NS

Na

mEq/1

137.7
24
141.3
2.1
NS

K Cl1 Creatinina
mEq/1 mEq/l  mg/100 ml
41.6 96.7 2.01

0.28 26 0.33
4.64 102.1 3.27
0.38 32 0.36

NS < 005 <001

El grupo 3.B. ha sido sometido a sobrecarga hidrosalina previa a la induccién del FRA.

Urea

mg/100 m]

193.2
336

299.5
364

< 0.01

Cer
mEq/1
0.79
6.18
0.36
0.3
< 0.005

108
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C.4 ~ VALDRACION SECUENCIAL FUNCIONAL £ HISTOLOGICA DEL FRA EN ANI
MALES CONTROLES Y CON MASA RENAL REDUCIDA

C.4.a Procedimisento

Estas expariencias se han llevado a cabo en B0 ratas. De ellas,
40 (Grupo 4.A) fFueron sometidas a nefrectomf{a unilatsral y las restan
tes a una operacidn simulada (Grupo 4.8) segdn las técnicas descritas
en el apartado B.6 de los métodos. Transcurridas 48 horas des la opera
cién, a 30 animales de cada grupo se les inyectd glicerina 50%, 10
ml/kg de peso, intramuscular.

Inmediatamente despuéds de haber inyectado la glicerina , 10 ra
tas da cada grupo se prepararon para sstudios de funcidén renal saghn
se ha descrito en el apartado B.l.b. de los métodos, estudidndose el
FG (aclaramisnto de inulina), Plujo plasmitico renal (aclaramiento
de PAH) y volumen urinario en el psriodo gque transcurre sntre 2 y 3
horas despuds de la inyeccidn de glicerina. Exactaments 4 horas desg
puds de la inyeccidn de glicerina, se obtuvao una muestra de sangre
por puncién adrtica para determinacién de creatinina (apartado B.7.
C) tras haber ligado los pediculos renales. Inmediatamente después
los rifiones se extirparon, descapsularon y se dividieron en 2 mita-
des mediants un corte parpendicular al eje que une los polos, pasan
do por al hilus renal, Una de las dos mitades se pesé y se congel$
a -20% hasta el momento en que se determind la concentracién de re
nina. El otro se puso en un vial conteniendo formol-salino (10%) vy
se estudié histolégicaments tal y como se ha descrito en el apartado
B. 5.

El mismo proceso se realizd con 10 ratas de cada grupo a las
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24 y 48 horas ds la inyeccidn, y can las ratas no inyectadas, 48 ha
ras despuds de la operacién.

Los resultados de la valoracién secusncial de la funcidn renal
estin répresantados en las Fiqguras C,4.1., C.4,2., C.4.3., C.4.4., v
c.4,5.

C.4.b Rsesultados: Evolucidn funcional

De las Figuras C.4.1., C,4,2,, y C.4,4, puede deducirse que
los animales con masa renal reducida prdgsentan, en los primeros mo-
mentos despuds de la inyeccién de glicerina, un FRA del mismo arden
que 8l de los animales caon dos riffones, lo que se pueds ver por su
similar disminucidn del FG (86,67% para los animales pseudoopsrados
frents a un B80,95% para los animales uninefrectomizados), y del FPR
(76,59% frente a 85,02%), y por su mayor concentracidén plasmitica -
de creatinina. La proteccidn producida por la uninefractamia empieza
a observarse ya a las 24 horas, aumentando sl FG respecto a las 2 ho
ras un 150% en los animales uninefractomizados frente a un 50% en los
pssudooperados, Algo similar ocurre con FPR, que aumenta un 246% an
los animales UNX y sdlo un 37% en los animales del Grupo 4.B. Asimis
mo, la creatinina plasmitica es ya inferior en las animales uninafreg.
tomizados. La proteccién se svidancia completaments a las 48 hagras,
mamento en el que el FG de los animales UNX (Grupo 4.R) e5 ya ds un
85,71% del valor basal mientras que el del grupo 4.B es sdlo de un
40,0%. Alteraciones simikares ocurren en el FPR y en la cancentracidn
plasmdtica de creatinina.

Es de destacar que las modificaciones gue ocurren en el conte

nido renal de renina son gimilares en ambos grupos, a pesar ds la di
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ferente gravedad del fracaso, ocurriendeo una diaminucidn brusca del
CRR en los primeros momentos del FRA y un aumento progresivo de la

misama a lo largo de la evolucién del FRA.

C.4,c Evaluacidn histoldgica del FRA

Los animales controles (pseudooperados), 4 horas desbués de
la inyeccidn de glicerina, presentan una serie de lesiones caracte-
r{aticas como son:

En la zZona cortical superficial las célules han psrdidao en
un gran porcentaje el borde en cepillo y muchas de ellas tisnsn su
citoplasma abundantemente vacuolizado (Fig. C.4.7; 108 D). Una par-
te de los tdbulos se encuentran llenos de un pigmento que hamos idsn
tificado como mioglobina~hemaglobina, en un porcentajs que oscila en
tre 8l 20 y al 80%. La lesién tubular cortical superficial varia tam
bién entre moderada (&) y ralafivamente importante (+ + #). Los tdby
los distales se encuentran, en una pequeifa proporcién (10%), dilata-
dos y con el epitslio tubular aplanado.

En la zona yuxtamedula} 98 pusden ver lesiones similares,
aunque de intensidad menaos variable (4 #) y tdbulos obstrufdos con
mio~hemoglobina (mHG) 8n una proporcidn que varf{a entre un 25 y un
85% de los casas, seglin el animal.

La médula extarna se encuentra relativamente bien consservada,
(+) observédndose sin ambargo un cierto grado de vacuolizacién cito-
plasmitica. La ocupacidén cbn mHG de la luz de esos tibulos se obser
va en un 30% de los casos,

La papila estd bien conservada (4+); sélo aparece mHG sen un

5-10% de las luces tubulares. No ss observa edema intersticial en
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Figura C.4.7.
Corte de rition de rata normal 4 horas despues de la inyeccion

de glicerina Hematoxilina-Eosina x 25

Corte de rifion de rata normal 4 horas despues de la inyeccién de
Hematoxilino-Eosina x 25

Figura C.4.8.
glicerina
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ningdn caso.

A las 24 horas de la inyaccidn de glicerina, la mayor parte
de los tdbulos superficiales estan muy lesionados (+++4%+), y casi
todos estin obstruidos, en un 80-90%, con desechos celulares, sn un
10% con mHG (Fig. C.4.9; S8 D).

La mddula presenta una intensidad menos acusada en su lesidn
(++) aunque esté obstrufda la luz tubular en un 90% de los casos,
tanto con mHG como con desechos celulares (Fig, C.4.10; 58 C).

La papila estd bien conservada (4), pressntando ocupada la
luz tubular en un 60% de los casaos, tanto can mHG como con desechos
calulares (Fig. C.4.11; 59 B).

£s de destacar la presencia de edema intersticial de gran
importancia, situado prefersntements junto a los vasos, como puede
observarse an la Fig, C.4.12 (60 B) alrededor de una arteria arci-
FPorme. Existe sin ambargo la posibilidad de que esta imiAgen sea un
artefacto, heche gue debsri ser estudiado mds cuidadosaments.

A las 48 horas des la inyeccién de glicerina existe una gran
diversidad respecto a la intensidad de la lesidn de los tidbulaos; al
manos el 50% estdn muy dafados (44+444) pero coexisten con algunos
relativamentes bien conservados y que incluso estarfan en proceso de
regensracidén. El mayor dafo se observa en los tdbulos superficialses,
en los que casi el 90% presentan una lesidn de grado +++44,

La médula esti mas conservada, con lesionss que oscilan ds
4+ a ++4 (mayoritariamente 44) y la obstruccidn con mHG no supera el
20% de los tdbulos en ningtdn caso, Ni en la médula ni an la corteza
se observan tdbulcos dilatados. Se mantiene el gran edema intersticial

en las proximidades de los vasos en todos los animales.



Figura C.4.9.

Corte de rifion de rata normal 24 horas después de la inyeccion

de glicerino Hematoxilino - Eosina x 250
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Figura C.4.10.

Corte de riflon de rata normal 24 horas despues de lo inyeccién
de glicerina Hematoxilina ~ Fosina x 250



Figura C.4,11.
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Corte de riflon de rata normal 24 horos después de lo inyeccidn

Hematoxilina-Eosina x 25
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Corte de riflon de rata normal 24 horas despues de lo inyeccién de

glicerina Hematoxiling-Eosina x 25
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En la papila contrasta que mientras la mitad de las nefro-
nas estin dilatadas, la otra mitad estd ohstruida (Fig. C.4.13) bien
con desechos, bien con pigmentos (Fig. C.4.14). €1 dafio celular es
relativamente leve (+4).

En los animales uninefrectomizados, en los que se induce el
FRA por inyeccidén intramuscular de glicerina, las lesiones cualita-
tivas son similares a las descritas para los animales seudocperados,
y la dnica diferencia es la intensidad.

A las 4 horas de la inyeccién de gliéerina, entre un 50 y un
90% de los tdbulos presentan un buen grada de conservacidn (4 & ++)
aungue hay un 10-20% de ellos cuya luz estd ocupada por pigmentos.

La papila estd muy bien conservada {(+) y las luces ocupadas
por pigmentos no superan sn ningdn casoc gl 15% de los tdbulos.

A diferencia de lo observado en los animales seudooperados,
a las 4 horas se ohserva ya edema intersticial, prefersntemente peri
vascular, en el 100% de las ratas.

A. las 24 horas de la inyeccidn de glicerina en las ratas uni
nefrectomizadas, la mayor parte de los tdbulos presentan unas lesio-
nes ds modaradas a fuertes., Hay un 10% de los tdbulos dilatados y con
el epitelic aplanado, un 40% presentan unas lssiones de tipo interme
dio {+4-+4+4) y otro 40% con lesiocnes mas graves (+++-++14). La obs-
truccidn con mHG oscila entre un Sy un l0% de los tdbulos.

En la médula, que estid algo menos dafiada, se encuentran obs-
trufdas entre un 10 y un 20% de las luces tubulares, de las cualses
la mitad lo son por desechos celulares y la otra mitad por pigmentos.

La lesién celular tubular es, an un 60% de los casos, moderada (+-i4)
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Figura C.4.13.

Corte de rifion de rato normal 48 horos después de la inyeccién de

glicerina. Hematoxilina - Eosina x 25

Figura C.4.14.

Corte de rifflon de rota normol 48 horos despues de lo inyeccion de

glicerina Hematoxilina = Eosina x 1000
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en un 40% algo mis grave.(++—+++).

La papila pfasenta una lesidn moderada (+-4+), con el 50-B0%
de las luces ocupadas, de las cuales entre el 10 y el 20% lo son por
pigmento. Esta siempre presente el easma intersticial.

A las 48 horas de induccién del FRA con glicerina coexisten
tdbulos muy lesionados ($++44, 50%) con otros gque mantienen mucho me
jor la integridad celular (44, 40%) (Fig. C.4.15). Aproximadamente
un 10% de los tdbulos estén muy dilatados con el epitelio aplanado.

En la médula, un 70-8B0% de los tdbulos estdn en regeneracidn,
con un dafio variable ($+-++4), mientras un 20% estin completamente obs
trufdos y el 10% restante muy dilatados (Fig. C.4.16).

La papila estd bien conservada (+), con un porcentaje de abs
truccifn que oscila entre el 10 y el 40%.

Se detectd un edama intersticial ligero en el 100% de los -
animales.

En todas las ratas y en todos los momentos de la evolucidn,
los glomérulos eran sstrictaments normales a la microscopia éptica,
tanto en los animales seudooperados (Fig. C.4.17) como uninefrectomi
zados (Fig. C.4.18). En las primeras fases de la evolucidn del FRA
se podia ver el espacio urinarioc del glomérulo ocupado por mHG. En
fases m3s avanzadas algunos glomérulos aparecian asclerosados y re-
llenos de pigmento. .

Las lesiones en ambos tipos de animales estdn resumidas en
la Tabla C.4.19, en la que puede verse que las principales difersn-~
cias destacables entrs la svolucién histoldgica del FRA en los anima

les seudooperados y en los uninefrectomizados saon:



Figure C.4.15.
Corte de riffon de rato uninefrectomizada 48 horas después de lo

yeccidén de glicerina Hematoxilina - Eosina x 250

Eigira C.4.16.

Corte de riflon de rata uninefrectomizoda 48 horas después de la

inyeccion de glicerina Hematoxilina-Eosina x 250
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Figura C.4.17.

Corte de rifion de rata normal 48 horos después de la inyeccion

de glicerina Hematoxilina - Eosina x 250




4 horas
24 horas °

48 horas

Seudooperados
UNX
Seudooperados
UNX
Seudooperados

UNX

TABLA C.4.19.

CORTEZA
F=t++
=t

R
4ttt
PO

$h—tt+++

MEDULA

+—++

+—++

+++

ettt

ettt

=ttt

PAPILLA

=+

++

+

Intensidad de la lesién tubular (expresada de 0 a § cruces) en diversos momentos de la evolucién del FRA inducido

en animales controles seudooperados o uninefrectomizados (UNX).
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~ La menor gravedad de las lesiones de los tdbulos cortica-
ies en los animales con MRR que en los controles 4 horas después de
la inyeccidn de glicerina. I

- La presencia de edema intersticial en los animales con MRR,
4 horas después de la induccién del FRA; hecho que no se cbserva en
las ratas sesudooperadas. '

~ La aparicidén de tdbulos muy dilatados y con sl epitelio -~
aplanado an los animales uninefrectomizados 24 horas después de la
induccién del FRA,

- Una intensidad ligeramente menor de las lesiones tubulares

a todos los niveles en los animales con MRR.
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C.S EFECTO DE UNA MAYOR REDUCCION DE LA MASA RENAL

C.S.a Experiencias de aclaramiento en jaulas metabdlicas

Estas experiencias se han llevado a cabo en 33 animales, De
ellos, 22 fueron sometidos a nefrectomia del riﬁén‘derecho y, dos
dias mds tarde, a la reseccidn de aproximadaments 1/3 de la masa
renal restante. Los otros 11 (Grupe 5.C) fueron sometidos a sendas
operaciones simuladas, Oos dias después de la Ultima intervencién
quirdrgica, 11 de los animales con MRR (Grupo S.A) y el Grupo 5.C
fueron inyectados con glicerina para inducirles un FRA, mientras
gue los otros 11 con MRR recibieron una inysccidn de glucosa isotd
nica (Grupo 5.8).

Las determinacionss realizadas han sido las mismas que las
descritas en al aspartado C.2., y los resultados se expresan en las
Teblas C.5.1,, €.5.2., C.5.3. y C.5,4,

Ds las Tablas €.5.1., C.5.2, y €C.5.3. pusde deducirse 1la
homogeneidad de los grupos utilizados, tanto en el peso de los
animales, como en la excrecién de agua y elsctrolitos, previamente
a todos los mane jos quirdrgicos.

Tras de la eliminacién de parte de la masa renal, los'ani

males con MRR presentan una mayor excrecidén de agua y electrolitos si



TABLACS.1.

Reduccién adicional de la masa renal. Alteracién del peso durante la experiencia

1 2 3
Basal 1,2,3,4 5.6 7.8 9,10
Grupo 5.A. X 215.6 - 6.1 -20 -27 -29
: EEM 5.0 1.7 i4 1.4 i4
Grupo 5.B. X 218.7 ~ 6.1 -235 -~ 1.4 0.0
EEM 6.1 1.4 1.3 1.5 1.3
p NS NS NS NS NS
Grupo 5.C. 3 220.4 - 4.1 -29 ~54 0.2
EEM 5.7 0.8 1.5 1.7 1.7
p NS NS NS NS NS
p NS, NS NS NS NS

Cada grupo estd compuesto por 11 animales; los datos estdn expresados como % de incremento de peso respecto al valor basal.
1. uninefrectomia u operacién simulada ; 2. reseccién de 1/3 del rifidn restante u operacién simulada.

3. Inyeccion de glicerina o glucosa p  respecto al grupo 3.A.; p’ respecto al grupo 3.B.

Tratamiento de cada grupo. = 5A uninefrectomia y glicerina; 5.B: uninefrectomia y glucosa;

5.C.: No nefrectomia y glicerina.



Ta

Grupo $.A.

Grupo S.B~.

Grupo 5.C.

TABLA C5.2.

Reduccién adicional de masa renal. Volumen urinario ml/24 h

3 4 ' s s 2 4 3
X 87 82 93 99 145 213
EEM 19 09 Lo12 15 32
X 132 104 85 82 126 154
EEM 24 28 14 18 28 24
p NS NS NS NS NS NS
X 101 87 92 83 78 83
EEM 07 07 12 09 12 15
p NS NS NS NS < 005 <001
P NS Ns NS NS NS 002

9 10
149 21.8
28 24
138 15.1
2.1 34
NS NS
43 8.1
1.5 22
< 0.005< 0.005
0.001 NS

Cada grupo est4 compuesto pof 11 animales; los datos estin expresados como % de incremento de peso respecto al valor basal.
1. uninefrectomia u operacién simulada ; 2. reseccién de 1/3 del rifiébn restante u operacién simulada. )

3. Inyeccién de glicerina o glucosa  p

respecto al grupo 3.A.; p’ respecto al grupo 3.B.

Tratamiento de cada grupo. ~ 5A. uninefrectomia y glicerina; 5.B. uninefrectomia y glucosa; 5.C. No nefrectomia y glicerina.

o

LY



Grupo 5.A. X
EEM

Grupo 5.B. X
EEM

|

Grupo 5.C.
EEM
p

p

TABLA C.5.3.

Reduccién adicional de masa renal.  Excreccién de sodio (uEq/24 horas)

3 4 5 6 7 8 9 10
259 310 274 197 313 324 205 556
29 60 42 47 30 40 42 99
288 302 290 291 229 488 271 493
65 58 82 63 39 200 51 134
NS NS NS NS NS NS NS - NS
212 309 285 487 556 326 188 334
30 75 26 34 61 31 69 103
NS NS NS <0.05 <005 NS NS NS
NS NS NS <005 <0.05 NS NS NS

Cada grupo esti compuesto por 11 animales; los datos estin expresados como % de incremento de peso respecto al valor basal.

1. uninefrectomia u operacion simulada : 2. reseccion de 1/3 del rifién restante u operacion simulada.

3. Inyeccion de glicerina o glucosa. p  respecto al grupo 3.A. ; p°  respecto al grupo 3.B.

Tratamiento de cada grupo. 5.A. uninefrectomia y glicerina;  5.B. uninefrectomfa y glul:osa; 5.C. No nefrectomia y glicerina.



TABLA C5.4.

Reduccion adicional de la masa renal. Determinaciones en plasma 48 horas después de la induccidn del

Fracaso Renal Agudo.
Heto Na K C1 Creatinina Urea Cer
% mEq/1 mEq/! mEq/l mg/100 m] mg/100ml  mi/minKg

Grupo 5.A. X 34.2 135.5 38 103.3 1.70 185.4 0.94

EEM 1.2 1.7 0.1 1.3 0.26 41.3 0.18
Grupo 5.B.” X 378 141.1 39 104.5 0.82 66.0 2.82

EEM 1.3 1.2 0.1 0.6 0.04 2.8 0.23

p < 0.05 < 0.01 NS NS < 0.005 <0.01 <0.01
Grupo 5.C. X 342 133.2 5.1 93.2 4.01 420.1 0.10

EEM 0.9 1.3 0.2 12 0.30 334 0.03

p NS NS <0.001 < 0.0008 < 0.0005 < 0.001 < 0.001

p < 0.05 < 0.001 <0001 <0.0005 < 0.0005 < 0.0005 < 0.0005

Tratamiento de cada grupo: 5.A . uninefrectomia y glicerina; 5.B. uninefrectomia y glucosa; 5.C. Nonefrectomia y glicerina.

5 8



TABLA C.5.5.

Reduccién adicional de masa renal. Peso de los rifiones (g/Kg)

Rifién derecho Rifién izquierdo

Grupo 2.A. X 3.08* 5.03%

EEM 0.09 0.02
Grupo 5.A. X 329" 3307

EEM 0.11 . 0.11
Grupo 5.B. X 3.34" 2.73°

EEM 0.04 0.08
Grupo 5.C. X 4.44 4.07

EEM 0.16 0.09

Los datos estin expresados como gramos de peso de rifién por Kg de peso total del animal
A rifidn obtenido 48 h antes del FRA
A rifibn obtenido 48 h después del FRA
Q rifién obtenido 48 h después del FRA, pero que habfa sufrido 48 horas antes del FRA
la reseccidn del 1/3 de su masa
wrifidn obtenido 96 h antes del FRA
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se expresa ésta por masa renal, y aun mayor si se expresa por nidmero
de nefronas.

Después de la instauracidn del FRA, los animales pssudoopsra-
dos (Grupo 5.C) presentan una manor diuresis y excrecidn de sodio qu
los animales con MARR (Grupo 5.A). La excrecidén ds cloro, que no se
musstra en las tablas, presenta una evolucidn similar a la del sodio

Los animales con una reduccidén adicional de la masa renal pre-
sentan una clara protaccidn del FRA, con un FG (medido por aclaramie
to de creatinina) que es, entrea las 24 y las 48 horas después de la
instauracidn del FRA, de alrededor de un 50% del de los animales con
MRR y sin FRA, y mis de 9 vecea mayor que el de los animales pssudo~
operados con FRA (Grupo S.C). Esta proteccién se ha tratado de astu-—
diar mis cuidadosamente mediante experiencias de aclaramiento ds inu

lina y 'PAH.

C.5.b Experisncias de aclaramiento aqudo
En un lote de 32 ratas se ha estudiado el FG y al FPR de ani

males can reduccidn adicional de masa renal y de animales pssudoope
rados, sometidos o nd a un.FRA.

Para ello, 16 animales fusron sometidos a las mismas maniobr
quirdrgicaa que los animales de los grupos S.A y 5.8 (Grupos 5.0 vy
S.E), mientras que a los otros dos grupos se les hizo una operacién
simulada (5.F y 5.G). Dos dfas mis tarde los animales se preparaban
para estudios de funcidn renal seqgin se ha descrito en el apartado
B.1l.b., inicidndoss las adecuadas infusiones de inulina y PAH., Tras
60 minutos de equilibrio sa realizaron dos periodos experimentales

de 30 minutos de duracidn cada uno, acabados los cuales un grupo co
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MRR (5.D) y a otro pseudooperado (5.F) se les indujo un FRA por in-
yeccidén de glicerina, mientras gue a los otros dos grupos (S5.E y 5.
G) se les inyectd glucosa isoténica, segin se describié para los gru
pos 2.A y 2.8, respectivamente (apartado C.2). La tasa de infusidn
de inulina y PAH se redujo adecuadamenta, y 60 minutos después de la
inysccidn de glicerina o glucosa se rsalizd un periodo de aclaramien
to de una hora. Una vez acabado, se tomd una muestra de sangre de la
vena renal por puncidn dirsecta, y, tras pinzar los pediculos renales
con pinzas vasculares tipo Bull-dog, se tomd otra muestra de sangre
arterial por puncidn aédrtica.

Inmediatamente después se extrajeron los rifiones, ss pesaron
y congelaron ripidamente. La concentracidn renal de renina se midié
por RIA, segin se ha dascrito en el apartado B.8.

Los resultados obtenidos se expresan en las Tablas C.5.6 y
C.5.7 y en las Figuras C.5.8 y C.5.9.

De la Tabla C.5.6 puede daducirse que, antes de la induccidn
del FRA los animales con MRR presentaban una mayor diuresis gue los
animales pseudooperados, mientras qus, tanto la excrecidn de Na como
la de K son del mismo arden, en términos absolutos. Ademds, las ra-
tas con reducclidn adicional de la masa ranal tienen un volumen hema
tocrito menor que los controlss,

El FG de los animales cpn MRR (Grupos C.5.0 y C.5.E) expresa
do por gramo de tejido renal es superior en un 50% a los de los ani
males pseudooperados (Grupos 5.F y 5.G) mientras qus el FPR es un
70% mayor, por lo que los primeros presentan una fraccidn de filtra
cidén significativaments inferior gque los segundos.

En la Tabla C.5.7 puede observarse qua, antre los 60 y 120 mji



Grupo

C.5.D.

C.S5.E.

C.5.F.

C.5.G.

op < 0.05 respecto al grupo C.5.D.
Ap < 0.05 respecto al grupo C.5.E.
op < 0.05 respecto al grupo C.5.F.

Datos de aclaramiento basal de ratas con reduccién de masa renal y controles.

|

ol

EEM

»

EEM
X

EEM

D
ml/m

7.04

0.78

10.70°

0.89

4.63°%

0.64
5.07°%

0.07

Nao

uEq/min

0.13

0.05
043
0.16
0.10
0.03
0.12

0.03

TABLA C.5.6.

Xo

uEq/min

1.04

0.12
1.01
0.1
1.13
0.33
1.25

0.33

FG
ml/m/g

1.52

0.14

143
0.26
0.96°2
0.12
0.97°4

0.13

FPR
ml/m/g

5.59

0.91

5.32
0.84

3.1194

0.19

3.13°4

0.19

FF
%

27

Hto

458

2.5

T 418

0.9

52092

5224

1.7

0bh



TABLA C.5.7.

Datos de aciaramiento de ratas con reduccién de masa renal y controles tras la induccién del FRA.

Grupo D Nao Ko FG FPR FF Hto
ml/min uEq/min uEq/min mli/min/Kg mil/min/Kg % %

X 9.88 0.49 0.94 0.66 2.11 27 38.1
C.5.D

EEM 1.14 0.25 0.11 0.16 0.54 2 0.9

X 9.14 0.13 1.04 1.50 5.62 32 43.6
CS.E

EEM 3.30 0.07 0.05 0.23 0.98 1 1.7

X 7.34 0.09 0.49 0.16 0.74 22 44.7
C.5.F.

EEM 1.61 0.04 0.09 0.06 0.31 3 0.6

X 5.87 0.14 1.19 0.94 3.04 30 44.6
C5.G. .

EEM 0.71 0.03 0.33 0.12 0.18 2 0.7

p < 0.05 respecto al grupo C.5.D.
p < 0.0S respecto al grupo C.5.E.

p < 0.05 respecto al grupo C.5.F.
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nutos despuds de la induccidn del FRA, los animales, tengan o né re
ducida la masa renal, presentan una disminucidn importante de la ex
crecidn de potasio, sin modificacifn de la diuresis.

El FG por gramo de tejido renal disminuye en un 56% en lob -
animales con masa renal reducida, mientras que lo hace an ﬁn 83% en
los animales pseudooperados, El FPR sufre variaciones del 62% y 76%
respactivamente, difersncias tambidn significativas.

La fraccldn de Filtracidn disminuye significativamente en los
animales con MRR mientras que aumenta en los pseudooperados.

Las variacionss del FG y el FPR san més fdcilmente observables
en la Figura C.5.8., on la que ostos pardmetros estén expresados an
valor absoluto, Asi, se observd gue, mientras en el grupo C.4.G el
FG descisnde en un 83%, en los animales con MRR y FRA (C.4.E) sélo la
hace en un 52,6% con una diferencia muy significativa. '

Algo similar ocurrs con el FPR, que desciende un 59,9% en las
ratas con MRR y un 76,8% en las pseudooperadas, también'con diferen
cilas muy significativas.

La concentracién renal de renina, que-presentaba valores basa
les similares, era siempre inferior en los animales can FRA, perc las
disminuciones eran idénticas (11,45% para las ratas con MRR y 11,92%

para los animales pasudooperados).
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cC.6 DETERMINACION DE LOS COMPONENTES LIQUIDOS DEL ORGANISMO DES-~
PUES DE LA NEFRECTOMIA UNILATERAL

Las experiencias se han realizado en 16 ratas, 8 de ellas sp
metidas a nefrectomia unilateral (Grupo 6.8) y las aotras B a una opg
racién simulada, 48 horas antes de la experisencia.

El volumen extracelular se ha determinado midiendo el espacio
de distribucién ds la inulina, segdn la técnica descrita en el apar
tado B.4.b. '

El volumen plasmitico se ha medido por medioc del espacioc de
distribucién de albdmina bovina marcada con J'251, segln se ha descri
to en el apartado B.4, a.

El volumen sangquinea, o volumen circulante, se ha calculado

de acusrdo con 8l volumen hematocrito mediante la fdérmula:

g0
l—._. )

Ve = VP ( Hoto

siendo YC el volumen circulante y UP sl volumen plasmitico y Hcto el
volumen hesmatocrito axpresado en %.

," Los resul tados de estas experiencias esstin expresados en las
Tablas C.6.1 y C.6.2. En sllas pusde cbservarse que, tanto el volu-
men plasmitico como el volumen circulante y el volumen extracelular
aon similares en los animales normeles y en los animales uninefrec-

tomizados.



Grupo
6.A.
Seudooperados(n =) X

) ee.m.
6.8.
UNX (n=28) X

e.e.m.

Abreviaturas:

VEC = volumen extracelular;

VC = volumen circulante:

TABLA C.6.1.

Distribucién de los compartimientos del V.E.C.

peso Hto VEC
g % mi
238,7 475 55,1
17,8 1.6 38
208,7 43,4 51,8
13,9 1.1 49
NS < 0.05 NS

VP = volumen plasmético

V1 = volumen intersticial.

mi

6,37
044

6,61
0,50
NS

vC

ml

12,16
0,81

11.75
0,98
NS

Vi

mi

48,74

3.57

45.19
4,78
NS

A A
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c.? HEMODINAMICA GENERAL E INTRARRENAL OESPUES DE LA NEFRECTOMIA

C.7.a2 Estudio de la hemodindmica general de los animalss uninefrec

tomizados.

La experiencia se ha llevado a cabo en 15 ratas, 8 de las cua
les habfan sido sometidas a nefrectomia unilateral (Grupo 7.8) y las
7 raestantes a una oparacidn simulada (Grupo 7.A), 48 horas antes de
la experiencia.

El gasto cardiaco, la resistencia periférica, el flujo plas-
mitico renal y la resistencia renal se han medido utilizando la téc
nica de las microassferas radioactivas, descrita en el apartado B.3
de los métodes.

Los resultadoas se describen en la Tabla C.7.1.

De la Tabla C.7.1 puede deducirse que la uninefrectomia no
produce, a las 48 horas, aumento significativo de la presién arterial.
Los animalas uninefrectamizados presentan un aumento del gasto car-
diaco del 18% con un descenso concomitante de la resistencia periFé
rica en un 10%. Asimismo, aste grupo de animalss uninefrsctomizados
presenta, respscto a los controlss, un aumento del 225 en al FPR

(0,81 ml/min neto) y una ligera disminucidén de la resistencia renal.

C.7.b Redistribucidén intr2rrenal del FPR en los animales unipefrec

tomizados

Estas experisncias se han llevado a cabo en 7 ratas., Oe ellas,
4 habfan gido previamente uninefrectomizadas (Grupo 7.0) y en las 3
restantss se habfa hecho una operacidn simulada (Grupo 7.C). Los es

tudios se reallzaron 48 horas mis tarde utilizando la técnica de mg



TABLA C.7.1.

Hemodinimica general y renal en ratas uninefrectomizadas y controles

Peso  Peso rifiones PA GC RPT FSR RR
Grupo g g mmHg mi/min./100g mmHg/ml/min./100g. ml/min./rifién mmHg/m}/min./100 g
X 1971 140 109.3 28.0 390 3.75 211
Seudooperados
€)) EEM 10,1 0.03 2.0 12 0.24 0.17 24
X 1987 093 104.4 33.6 3.1 4.56 229
Uninefrectomia EEM 8.9 0.04 2.2 0.9 0.21 0.23 RN |
8)
] NS <0.0005 NS © ¢ 0.0025 - <0.0125 <0.005 <0.01

Entre paréntesis niimero de ratas.

GC : Gasto cardiaco ; RTP : Resistencias periféricas totales ; FSR : Flujo sanguineo renal ; RR : resistencias renales.

1Yk

/
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dida de flu jo por microesfaras radioactivas y dividiendo el rifién
en tres capas: cortical exte?na (Cl), cortical interna (CZ)’ subcér
tex (CS) y médula (M), segdn se ha descrito en el apartado B.3.

Los resultados se presentan en la Figura C.7.2, representin-
dose tanto en valor absoluto (ml/min/g de tejida) come en porcentaje
del FPR total,

En la mencionada Figura puede observarse gue, 48 horas des-
pués de la nefrectomia, existe un aumento significativo del FP por
la zona cortical externa, porcentualmente al FPR total., E1 FP por

ol resto de las zonas no varia significativamente,

C,7.c Distribucidn intrarrenal del FG en los animales uninefrecto-

mizados
. £l estudio aé ha llevado a cabo en 8 ratas uninefrectomizadas

(Grupo 7.F) y en 6 ratas pseudooperadas (Grupa 7.E) 48 horas antes
de la experiencia, Una vez anestesiadas y praparadas quirdrgicamen-
ta, el FG y el FPR totales (en el caso de las ratas pseudooperadas,
del rifdn izquierdo) se han medido mediante técnicas de estudio de
la funcidn ranal descritas an el apartadeo B.l.b. El filtrado glome-
rular individual de las nefronas superficiales (FGN) se ha médido
por las técnicas de mierapuncidn descritas en el apartado B.2.c.

Los resultados de astas experiencias se muestran en la Tabla
C.7.3. En ella puede observarse que los aniﬁales uninefrectomizados,
de pesd y PA similares de los de los controles, presentan un aumento
de un 17,4% en ol FGC y de un 30% en el FPR totales, lo que es respon
sable del descenso en la fraccién de filtracidén gque se observa en la

tabla, descenso que ya se habia observado anteriormente.
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TABLA C.7.3.

Filtrado glomerular por nefrona y redistribucion de filtrado en ratas uninefrectomizadas y controles

Grupo

7E
Seudooperadas

(6
7F
Uninefrectomia

(8)

X

e.em.

e.e.m.

p

v.0.

ul/min

9.30
0.70

15.51
0.51
< 0.005

FG
ml/min

. 0.69
0.14

0.81
0.16
< 0.05

FPR
mi/min

2.23

0.10

3.00
0.22

< 0.025<0.0025

FF

0.31

0.01

0.27
0.01

FGN FGN_IF(;‘::
ml/min -~ x10
31.2 45.2
0.7 5.0
45.1 55.7
1.8 5.7

<0.0005 < 0.0025

PA
mmHg

109.8
2.6

108.8
3.1

NS

Peso

202.8

8.4

200.0
7.9
NS
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El FG por nefrona superficial aumenta un 44%, aumento qus es
mayor que el del FG del rifdén completo, lo que hace gue la relacién
FGN/FG aumente en un 22%, hacho dste que indica un aumsnto relative

del FG por las nafronas mis superficliales,
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D DISCUSION

Hasta el momento presente no existe un conocimiento preciso
ni un acuerdo undnime acerca de los factores responsables del inicio
y del mantenimiento de la oliguria y de las otras anormalidades fun-
cionales del Fracaso Renal Agudo. 5Sin embargo, ha podido ser demos-
trado que, al menos en parte, el Fracaso Renal Agudo puede estar mge
diado por otros factores distintos del dafio isquémico o nefrotdxico
inicial (154).

Experimentalmente, esto ha sido evaluado determinando qué ti-
po de maniob;a pusede proteger contra el FRA experimental producido
seglin modelos estandar con caracteristicas altamente repetibles. Un
claro e jemplo de ésto Fuéd la implicacidn del sistema renina-angiotan
sina en el FRA, que habisndo sido postulada muy anteriormente (55,
173) no recibié la adecuada atencidn hasta que se observd que en va
rios modelos experimentalses, de FRA, inducidos fundamentalmente en
la rata, la saobrecarga crdnica oral de cloruro sddico protegia con-
tra el desarrollo del FRA {40, 65, 163). Esto se achac6 a la deple-
cién renal de renina que producia la ingesta continuada de altas can
tidades de sal, coma ya hemos descrito en el apartado A.3.b de la In
troduccidn.

Nosotros hemos seguido en las experiencias aqui presentadas
un criterio similar, llevando a cabo una maniobra que protegiera con
tra un modelo de FRA experimsntal y luego estudiando qué alteraciones
funcionales llsvaba consigo esta maniobra. Con ella consequiamos sa
ber sobre qué factores detsrminantes mds o menos parciales del FRA

habfamos influido, y valorar asi la importancia de cada uno de ellos
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en la induccién y desarrollo del FRA.

En nuestro caso, la msniobra consistid en la reduccidn de la
masa renal funcionante a la mitad por nefrsctomia unilateral.

Los datos que hemos encantrado sn nuestras experiencias res-
pecto a las alteraciones de la funcidn renal del rifidn contralatseral
tras la uninefrectomia nos permiten afirmar quse la mixima disociacién
antre el aumento del FPR y del FG se produce alrededor de 48 horas -
daespués de la uninefrectomia, por lo que hemos ascogido‘aste momanto
para llevar a cabo nuestras experiencias de FRA. Asimismo, la compen
sacidn de la excreciém urinaria de agua, sodio, cloro, y patasio ocy
rre muy rapldamente.. A las & horas de la uninsfractomia, se excreta
por el rifidn restants alrededor del 82% del total de agua y sodio que
se excretaba por los dos rifiones antes de la naefrectom{a, y a las 24
horas la compensacidn es completa.

En relacién con los datos publicados, los nuestros presentan
grandes coincidencias. Peters encontr§ que 18 horas despuds de la ng
fractom{a unilateral en la rata no se habfa producido ningldn sumento
del FG (130). Diezi y col., tampoco encantraron camhios sn el FG 15
horas después de la nefrectomia unilateral (133). En nuestras expe-
riencias, en las 4 primeras horas despuds de la uninefraectomf{a no se
produ jo ningdn aumento del FG, A las 24 horas, aungqus la media era
ligeramente mayor gue el valor basal, la difsrencia estaba lsjos de
ger significativa, lo que apoya la tesis de los tres primeros auto-
res mencionados (42, 79, 130), aunque no se pusde descartar que a las
24 horas se esté ya iniciando un sumento del FG que no podemos medir

par los erroras intrinsecos de las tdcnicas de svaluacidn.
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El aumento del FG se hace claramente patente a las 48 y a las
72 horas de la nefrectomia (Figura C.1.2) y parece gue el valor maxi
mo se alcanza entre 2 y 4 ssmanas daspuds de la reduccidn de la masa
ranal, {80), extremo este ltimo que no se compraobd.

Todo lo hasta ahora dicho sobre ls respuesta funcional aguda
a la reduccidn de masa renal es vilido para la rata, animal en sl que
se han realizado las experiencias. Sin embargo, 8n este tipo de res-
puestas la variabilidad intraespecifica es muy grande, como se demues
tra por el hecho de que la adaptacidén funcional del FG en 8l perro es
mucho mis rapida que en la rata.

Respecto al flujo plasmatico renal del rifién restante tras la
nefreetomia, sl aumento se produce mucho mds répidamente que el del
FG, aunque en las 4 primeras horas despuds de la eliminacidn dsl ri-
fidn contralateral no pueda observarse ninguna variacidn. A las 24 hg
ras el aumento es ya sstadisticamente significativo, y a las 48 horas
ha aumentado un 36%, lo que significa que ese rifién ha alcanzado un
68% del flujo total previo a la uninefrectomfa (Figura C.1.1). A par
tir de @se momento el aumento del FPR se hace mucho mds lento {a las
72 horas no hay diferencia significativa con el valor observado a las
48 horas) hasta alcanzar un tope a las 4 6 5 semanas después ds la rg
duccidn de la masa renal.

La razdn da elegir ratas de B0 dias de sdad y alrededor de .
200 g de peso fué la siguisnte: Estd perfectamente demostrado qua a
partir de los 50 dias de vida de la rata, la hipertrofia renal compen
sadora secundaria a la reseccidn de parte de la masa renal ocurre en
ausencia de aumento del nidmero de nefronas (19, 106, 109). Incluso

Kaufman y col. (8l) opinan que si la reduccién ds masa renal se ha-
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ce antes de los S0 dias, tampoco aumenta el ndmero de nefronas. En
base a esto, el tamafio y sdad de los animales elegidos nos asegura
que sl aumento del FPR pbservado en el rifidn restants tras la reduc
ciédn de masa renal conlleva un aumento del fluja plasmitico por ne-
frona, al no aumentar el ndmero de éstas.

Otra observacidn importante extrafida de ests grupo de expe--
riencias es la disminucidén de la fraccidn de filtracidn (FF) a las
24 y, sobre todo, a las 48 horas de la nefrectomia., Este supsrior
aumento del flujo plasmitico renal respecto a la parte de este flujo
que se Piltra, tisne dos explicaclones posibles. Para exponerlas va-
mos a rescurrir de nuevo a las ecuacionss claves de la ultrafiltragidn
glomerular, que sstdn desarrolladas en el apartado A.3.a de la Intrg

duccidn. Fundamentalmente vamos a Pi jarnos en la scuacidn 1.10:
FG = Kf P

que nos indica que el filtrade glomsrular es funcidn del coeficiente
de ultrafiltracidn (KF) y de la presidn efaectiva de ultrafiltracidn
( pf).

Esta dependencia de la presidén efectiva de ultrafiltracidn,
en ausencia de cambios 8n la presidn coloidosmética del plasma, es
funcidn de las altsraciones de la presidén hidrostdtica intraglomery
lar, tal como indica la ecuaciédn 1.6

Pa - Pe _ Pa - Pe )
Ra Re

FG = 1/2 (

0 sea, que al FG dependé de la relacidn de presiones y resistaencias
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a la entrada y salida del glomdrulo, o sea, en las arteriolas aferen
te y eferante.
En resumen, son dos los pardmetros que pusden cambiar tras la
nefrectom{a modificando la fraccidn de fFiltracidn.
a) Alteracién del coeficiente de ultrafiltracidn.
b) Adecuacidén de las resistencias arteriolares aferente y -
eferenta.
Respeéto al primera de los factores mencionados, Allison y col,
(2) vy Deen y col. (38) no han encontrado cambios en el coeficiente de
ultrafiltracidn tras la reduccidn de masa renal. Como ya se explicé

en la introduccidn, de la ecuacién 1.13:
KP = Kg . SFf

se deduce que el coeficiente de ultrafiltracidn (Kf) es funcidn del
coeficiente de permsabilidad del elemento filtrante (Kg) y de la sy
perficie efectiva de ultrafiltracidn (Sf). De las experiencias antg
riormente mencionadas no puede praecisarse si la no variacidn del coe
ficiente de ultrafiltracidn se deberfa a la constancia del coeficien
te ds permeabilidaa y de la superficie efectiva de ultrafiltracién,
o a la variacidén de estos sn forma inversa (38). Los trabajos en los
que se ha tratado de medir el tamafio glomerular tras la reduccidn de
masa renal ofrecen resultados contradictorios (144, 177).

Respecto al sequndo de laos factores mencionados, la alteracidn
de la presidn efectiva de ultrafiltracidn secundaria a modificaciones
en las rgsistencias vasculares glomerulares, para que disminuyera la

fraccidn de filtracidn tendria gue ocurrir bien una vasoconstriccidn
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aferente, bien una vasadilatacidn eferents, bien ambas a la vez, to
do esto de acusrdo con la ecuacidén 1.6 antes mencionada. Teniendo en
cuenta gue la disminucidn del coeficisnte de ultrafiltracidn ocurrs
en prasencia de un flujo plasmitico renal aumentado y sn ausencia de
un aumento significative de la presidn de perfusidén (que es la pre-
sidn arterial) hay que descartar todo tipo de vasoconstriccién (camo
mas adelante se comprobarj en esta misma tesis) y parece muy probable
que la disminucidn del coeficiente de ultrafiltracién se deba a una
vasodilatacidén sferante de mayor intensidad gue una vasodilataciodn
afarente (tambiédn posible).

Daeen y col., estudiaron la dindmica de la filtracidn glomeru-
lar en ratas tras 2 semanas de‘uninafrectomfa (38). €En este trabajo
gncontraron un aumento dal 84 y el 79%, respactivaments, en el fil-
trado glomerular y en el flujo plasmético dg las nefronas superficia
les., De sus resultados se desprends que 8l aumento del FG era debido
a un aumento de la presidn efectiva de ultrafiltracidn (a través de
un aumento en la presidn hidrostdtica, secundario a una adecuacidn
de las resistencias glomerularss) y al aumento del flujo plasmatico
glomerular, no habiédndose demostrado cambios en el coeficiente de ul
trafiltracidn, Respecfo a la importancia relativa de estos dos facto
res, el auments del FP ser{a responseble de un 75% del incremsnto del
FG y la presién hidrostitica lo serf{a en un 25%. En nuestro caso de
adaptacidn funcional aguda, con disminucidn clara de la fraccién de
filtracién (hecho gue no qcurre en las experisncias de Deen y col.),
el aumento de la FG debe ser en un 100% basado en el aumento del FPR,
y éste, como mads adelante veremos, basado en la disminucién de las

regsistencias vascularss renales., En todo caso, las alteracionss hemg
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dindmicas intrarrenales serédn revisadas de nuevo an otro punto dg
esta discusidn.

' Como nuestra hipdtesis de trabajo respecto a la patofisioclo-
gfa de este tipo de FRA es que el factor primario es una disminucién
del FPR que induce una reduccidn o desaparicidén del FG, hemos ascogi
do coma momento para inducir el FRA las 48 horas tras la uninefrectg
mia, instante en que es mayor el aumanto del FPR sin incremento con-
comitants del FG, que podria enmascarar los resul tados.

Cuando se induce un FRA por inyeccidn intramuscular de gliceg
rina en animales que habfan sido sometidos 48 horas antes a la ex~
tirpacidn del rifidn derscho y se compara con el inducido en animales
pseudooperados, queda claramente demostrado que los animales con ma-
sa renal reducida estdn parcialmente protegidos contra este tipo de
FRA, ya que dos dias después de la inyeccidén de glicerina los anima
les con MRR presentan una concentracidén de creatinina plasmatica -
que es del 554 de los animales pseudooperados, la concentracidn plas
mética de urea es la mitsd y el aclaramiento de creatinina en el pe
riodo comprandido entre las 24 y las 48 horas despuds de la inyec-
cidn de glicerina es de 2,42 veces sl que presentan los animales
psaudooperadas, Sin embargo esta proteccidn no es total, ya que los
animales can FRA y MRR presentaban unos niveles de urea y de creati
nina plasmiaticas mucho més altos que los animales con MRR sin FARA,

y un aclaramiento de creatinina de sdlo un 24% respecto a este gru-
po.

Cuando se compara el FRA inducido sn los animales uninefrag
tomizadas y el da los animales pseudooperados, las diferencias prip

cipalas son las siguientes:
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~ Los.animales con MRR presentan una diuresis significativa-
mente superior a la de los animales pssudooperados (Tabla C.2.2).

- La excrecidn de sodio sn ambos grupos no presenta diferan-
cias significativas (Tabla C.2.3).

- La excrecién de potasio as muy superior en los animales con
masa renal reducida (3,76 veces en las primeras 24 horas y 2,05 ve-
ces en las segundas 24 horas). En estos animales la excrecidn de pota
sio no disminuye significativamentea con el FRA, mientras que en los
pseudooperados si leo hace, lo que justifica la hiperpotasemia que
presentan estos dltimos a las'de horas del FRA (Tabla C,2.7).

- Lé axcrecidn total de solutos es también mayor en los ani-
males con MRR, que, ademéa,:excratan una orina mis concentrada.

~- Al estudiar el peso de los rifiones (Tabla C.2.8) podemas ob
servar gue en los animales a los qua se les quita el rifdn derecho
(Grupo 2.A), el aumento de masa del rifién izquierdo tras 4 dias(dos
despuds de la induccidn del FRA) es de un 63%, del que sdlo un 23%
puede achacarse a la hipertrofia renal compensadora, que es el aumen
to que sufre el rifdn de los animales del Grupo 2.B., a los qus no
se les induce el FRA., En los animales con 2 rifiones, el aumento de
peso debido al FRA es de alrededor del 45%, por lo que puede deducir
se que el edama intersticial dsbido al FRA @s del mismo orden gue sl
que presentan los animales con MRR.

La aparicidn de un importante edema intersticial en los rifig
nes de las ratas en las gque se induce un FRA con glicerina, y que se
reflqja en un aumento de peso de los mismos, sin aumento de su peso
ssco, habia sido ya descrita por nosotros en 1977 (95). Ademds se ha

bfa demostrado una correlacién estrecha antre sl grado de alteracién
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de la funcidn renal (concentracidén plasmitica de creatinina)y el pe
80 de los rifiones,

Es muy importante hacer notar gque los animales con un sélo ri
fién axcretaban.durante las 48 horas siguientes a la nefrectomia una
cantidad de aqua, elsctrolitos y otros oslutos similar a la de las
ratas con dos riffones (Tablas C.2,2., C.2.3., C.2.4., C.2.5., C.2.6).
Esto implica gue, como lo hacen con la mitad de nefronas que las ra
tas psaudooperadas, la excrgcién de agua, electrolitos y demias solu
tos esti aumentada al dable. Thiel y col. (162) han demostrado que
ol aumsento de la excrecién de agua y eslectrolitos sin alteracidn de
la concentracidn plasmética de renina protegfa del FRA inducida por
claruro merclrico. Protecciones similares han sido observadas en ra
tas a las que se Inducia un FRA con glicarina y que se trataban can
manitol y solucién salina (179). Para tratar de saber si era éste el
mgcanismo por el que lés ratas uninefrectomizadas estaban protagidas
del FRA inducido por glicarina, se indujo en un grupo de animales
pseudooperados una diuresis y natriuresis doble de la normal por ad
ministracidn oral aguda de una solucidn de ClNa en el agua de bebida
y glucosa. Con ello se conseguia que las ratas pseudooperadas (Grupo
3.8) tuvieran, respecto a su ndmero de nefronas, una excrecidén de —
agua y electrolitos similar a las ratas con MRR (Tablas C.3.1 y C.3.
2). Pero esta maniobra no impidid que, aungue su FRA fuera algo menos
grave que las ratas no sobrecargadas (sus concantraciones plasmiti-
cas de urea y creatinina eran un 17,9 y uﬁ 10% respectivamente mis
bajas que las de los animales pssudooperados no pratratadaos) desarrg
llardn un FAA de mucha mayor intensidad que las ratas con MRR proce

.

sadas junto con ellas (Tabla C.3.3).
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Una informacién de gran importancia se obtiens al estudiar de
una forma sacuencial sl dasarrollo de las altaraciones que ocurren
en la funcidén renal y de las alteraciones histolfgicas tras la induc
cién del FRA experimental por glicerina, tanto en los animales uning
fractomizados como en animales pseudooperados. En aste tipo de expe-
riencias puede observarse que, a las 4 horas de la induccidn del fra
caso, los descansos del FPR y del FG en ambos grupos de animales son
del mismo orden, vy no prasentan diferencias significativas., A las 24
horas de la induccidén del FRA, el FPR de los animales pseudooperados
es de un 32,3% del basal, mientras que si de les animales con un s§
lo rifién es, en términos absolutaes, del mismo orden que los psesudo-
operados, y ya de un 51 ,8% del pravio al FRA, Respecto al FG, los -
animales caon MRR presentan un FG que, en tdrminos absolutos, es mé-
yor que ol de los animales pseudooperados (expresado por rifdn serfa
2,7 veces mayor) y que 8s ya de un 47% del basal, mientras que el de
los animales con los dos riffones es todavfa de un 20%. A las 48 ho-
ras del FRA, las ratas con MRR presentan ya una reduccidn muy psque
fia del FPR vy del FG (10% y 14,3% respectivaments) mientras que sn -
los animales pseudooperados estos parimetros estan todavia muy redu
cidos (38,5 y 60% raespectivamente). »

El punto ds mayor interés a destacar de antre estas observa-
cionas ss el hecho de que an un primar momento las ratas uninefrectp
mizadas presentan también una gran disminucidn de la Funcidn renal,
y la diferencia con los animales pseudooperados es la rdpida recupe
racidn funcional de los primeraos. Daebemos destacar tambidn que, -
miantras en el FRA inducido en los animalses controles hay siempre

una disminucidn de la fraccidén de filtracidn, en los animales con
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MRR, que previamente tenfan una FF baja, ésta se mantiens con varia
ciones minimas a lo largo de la avolucidn del FRA, Esto indica que
la vasoconstriccidn aferente, que parsce ser la causa de la disminu
cidén del FPR, el FG y la FF, en los animales pseudooperados no ocu-
rre, 0o se compensa cﬁn una vasaconstriccidn eferente similar.

Mientras el FRA de los animales controles cursa con una lige
ra oliguria, sobre todo obserQable a las 24 horas del FRA, sl indu
cido en los animales nefrectomizados no produce reduccidn del volu-
men de orina, sino aumento del mismo (Fig. C.4.3). Dtro hecho impor
tante de entre estos datos es el paralslismo que existe an la concen
tracién renal de renina en ambgs grupaos en las diferentes momentos
dospuds del FRA, no existiendo nunca diferencias significativas entre
ambos grupos {(Figura C.4.6). Esto nos induce a pensar que sl sistema
renina-angiotensina no juega un papel primario en esta protaceidn,
ya qus la concentracidn renal de renina, factor que se ha invocado
como clave en el desarrollo del FRA (&, 21, 40, 684, 103, 173) es si
milar en ambos grupos,

Respecto a las alteraciones histoldgicas observadas, descri-
tas en al apartado C.4 de los resultados, puede deducirse que nao se
observan diferencias apreciables entre la intensidad de la lesidn en
uno y otro grupo de animales, aunque exista un mayor componente de -
dilatacidn tubular y menos abstruccidn, tanto por dasechos como por
hémo-m;oglobina, en sl interior de los tdbulos de los animales con
mﬁR, guizds frute del mayor Flujo urinario, Esta relativa disociacidn
antre las alteraciones funcionales y morfoldgicas habia sido puesta
ya de relieve en los animales protegidos del FRA mediante la sobrecar

L]
ga crénica de ClNa, los cuales presentaban lasiones histoldgicas si-
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milares a los no pretratados, a pesar de_tanar un FARA mucho mas levs
(40). En los animales protegidos del FRA inducido por cloruro de mer
curio mediante wuna elsvacidn aguda de la diuresis y la natriuraesis,
y sin alteracidn en la renina renal ni en la plasmitica, puede obser
varse que las lesiones en sl tdbulo contorneado proximal estin muy
carrelacianadas caon la intensidad de la proteccién funcional, mien-
tras que an el resto de la nefrona, las lesiones son similarss an tg
dos las grupos, a pesar de las diferencias funcionales (162).

Hemos tratado de estudiar también, en esta serie de expsriepn
cias, el efacto que una mayor reduccidn ds masa renal podria tensr
sobre la proteccidén contra el FRA inducido por glicsrina observado
an las experiencias anteriores. Para ello se ha estudiado el desarrg
1llo del FRA en animales que habfan sufrido nafrectomfa unilateral vy,
48 horas despuds, reseccién de 1/3 del rifién restante, o sea, qus tig
nen 1/3 de la masa renal funcional normal. Oe los resultados, sxpre-
sados detalladamente en Bl apartado C,5., y-de los que se deduce»qua
estas ratas preéentan un alto grado de proteccién frente al FRA indu
cido por glicerina, destacamos coma més significativos los siguientes
hachos:

- Los animales con 1/3 de masa renal muestran un aumento muy im
portante de la diuresis respecto a la situacidn basal. Tras el FRA
no hay ningdn tipo de reduccidén del volumen urinarioa.

- 5i se compara la proteccidn ofrecida por la reduccidn del 50%
de la masa renal con la reduccidn del 66% de la misma (Tablas C.2.7
y C.5.4), puedes obsarvarse qua, partiendo de valores plasmaticos de
urga y creatinina similares, y un FG medido por aclaramiento de crea

tinina, que 8s un 21,4% inferior en estos Gltimas, 48 horas despuéds
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de la induccidn del FRA los niveles de urea y creatinina plasmiticos
son similares y también lo es sl Ccr. Ello significa que, mientrgs
el FRA induce en los animales con 1}/2 de la masa renal una disminu-
cidén de un 75% en gl filtrado glomerular de las segundas 24 horas
tras la inyectidn de glicerina, la diminucidn de este parimetro en
los animales con 1/3 de masa rsnal es solo de un 66,7%, con una di-
ferencia significativa (p 0,05).

El grupo de expsriencias en las que se ha tratado de valorar
el desarrollo del FRA inducido an ratas con 1/3 de masa renal an sus
primeros momentos y mediante tdécnicas mds depuradas (apartado C.S.b)
no aporta demasiado a lo anteriormente expuesto, y simplemente con-
Firman que la proteccién ofracidé por la reduccion de masa renal es
ya claramente demostrable a las dos haras de la induccidn del FRA,
cosa que no oourrfa con la reduccién del 50%. Por otro lado parece
que sl sistema renina-angiotensina tampoco estd implicado en asta
proteccién, pues ni antes ni 2 horas despuéds de la induccidn del FRA
hay diferencias significativas esn el contenido renal de renina entre
los animales pseudooperados y los que tienen la MRR a 1/3.

A estas alturas de las experiencias, y en base a los datos y
comentarios ya expues%os, nos esncontramos con que tenemos claramente
demostrado que las ratas con masa renal reducida estdn parcislmente
protegidas del fracaso renal agudo de tipo vasomotor o isquémico in
ducido por glicerina. Esta proteccidn ocurrs debido a una menor re-
duccidn del filtrado glomerular y del flujo plasmdtico renal y de una
recuparacidn mds répida de estos pardmetros, sin que se puedan obser

var diferencias histoldgicas apreciables.
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Hemos visto también que esta ﬁroteccién no podia sxplicarse
debido a la mayor excrecién de solutos por nefrona en los animalss
con masa renal reducida, ni a la actuacidn del sistema renina-angig
tensina, aunque su exclusién definitiva requlera de una serie adi-
cional de prusbas qus nosotros no hemos realizado.

Por todo allo vamos a centrarnos en el astudio y discusidn de
las caracteristicas hemodindmicas y circulatorias de estos animales
para tratar de dilucidar el camino a seguir an orden a definir los
macanismos que median esta proteccién. )

En las ratas con masa renal reducida, el filtrado glomerular
disminuye en una proporcidn menor o igual al FPR, lo gue implica un
aumanto o un mantenimiento de la Fraccidn de Filtracidn (FF). Los
animales controles (pseudcoperados) presentan, por el contrario, una
disminucidn de la Fraccidén de Filtracidn tras el FRA, hecho gue ya
habfa sido descrito en ratas tanto con el modelo de glicerina (T.14)
como en el shock (T.116). La disminucién de la fraccidén de Filtracidn
secundaria a FRA puede explicarse por una dismipucidn de la presidn
efectiva de ultrafiltracién ( APf), que podria basarse en una vaso-
constriccién arteriolar mayoritariaman@e aferente (preglomerular),
saegdn puede deducirse ds las acuaciones 1.6 y 1,12 del aparfado A.2
de la Introduccién. No parsece posible que un aumento de la presidn
coloidosmdética plasmdtica con motivo de la inysccién de glicerina
jugase algdn papel en la disminueidn de la FF, al reducir la Pf por

aumento de 7\ en la ecuacidn 1.12

APF =P -« T 1.12
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Sin embargo,podr{a ocurrir gue,al menos en l0s primeros momen
tos despuds de la inyeccidn intramuscular de glicerina, cuando el Vo
lumen plasmatico disminuye con motivo de la captacidn en el lugar de
la inyeccidn de plasma y protefinas (127), la proporcién de suero acy
mulado fuera mayor que la de protsinas, y aumentara la concentracidn
plasmitica de éstas, con su correspondients aumento de presidn oncéd-
tica. Por ello, dste es otro punto que, aunque de rematas posibilida
des, habria que axplorar mis a fondo para descartarlo también, )

Otra posible explicacién para la disminucidn de la Fraccidn
de Filtracién es la disminucién del coeficients de ultrafiltracién
{Kf), bien por reduccidn de la superficie de ultrafiltracidn (SFf) o
por disminucién del coeficiente de permeabilidad hidréulica intrin-
soco de la membrana (Kg), segin la ecuacidn l.l4, sstudiada en el

apartado A.2 de la Introduccién:
Kf = Kg.Sf 1.14

Ya hemos discutido en el mencionado apartado el posible papel
qua paodrian juger las alteraciones del coeficiente de ultrafiltra-
cién en la patogenia del FRA, y hemos visto que su importancia pue-
de ser grandg. Pero, ¢équéd diferencias podrian prasenter a esste res-
pecto las ratas con MRR?. Hay que destacar que, aunque los estudios
sobre posibles alteraciones del coeficiente de ultrafiltracién o de
la superficie de ultrafiltracién en las ratas con MRR arrojan resulta
dos contradictorios (144, 147, 177), lo que si parece definitivamen
te probado es qus una'posibla variacién tardaria al menos una sema-

na an producirse (147). Por todo eslle creemos que podemos descartar
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estea factor como responsable del mantenimiente o aumento del factor
de filtracidn y, por lo tanto, de la proteccidn ofrecida por la re-
duccidn de masa renmal frente al FRA.

Una vez eliminado también este Ultimo punto, Fueron dos las
hipdtesis que en ese momanto nos planteamos para tratar de explicar

la proteccidn que ofracia la reduccidn de masa renal:

a) Aumento del volumen plasmitico y/o del volumen extracelu-
lar debido a la uninefrectomia.- Se ha demostrado que, como conse--
cuencia de la inyeccidn de glicerina, hay una disminucidn del VP y
del VEC (164), a la gue se le ha dado importancia patogdnica comg dg
sencadenante del FRA, La expansién previa con plasma previene parcial
mente contra el FRA (75), Cierta proteccién puede lograrse también
mediante 1a inyeccifin de solucién salina isoténica (95). Aunque otros
autores no han podido comprobar estos.hechos {(87), @ incluso se ha
dicho que las alteraciones del volumen sanguineo no jugarfan ningidn
papel directo en la génesis de la vasoconstriccién renal del FRA
(180), nosotros cresemos que hay suficientes pruebas a favor de que
un papel por lo menos complementario, tienan que tener en las altersg
cionaes hemodinidmicas caracter{sticas de estas tipo de FRA, Asi, si la
uninefrectomia produjera un aumento del volumen plasmétibo o del vo
luman extracelular, se dar{e un caso iqual a la inyeccidn de plasma

o solucidn salina isoténica, lo que podrfa explicar la proteccién.

b) Hiperdinidmica circulatoria secundaria a la nefrectom{a.- ’
En el FRA inducido por glicerina, se ha demostrado que el gaste ear
diaco dasciendea a menos de la mitad en las primeras boras tras la ipn

duccidn, reduccidn que parecs haber desaparscido ya a las 24 horas
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{(75). La hipovolemia anteriormente mencionada podria ser un factor
daeterminante de la disminucidn del GC, pero no el dnico, ya que la
expansién con plasma no restaura completamente el GC. Se han postu
lado como responsables de esta disminucidn la afectacidn directa del
miocardio par la glicerina (127) y un aumento de la presidn arterial
media, debido, quizéds, a la liberacidn de alguna substancia vasa-
constrictora de la zona muscular inyectada ({27). El aumento con -
plaama del GC inmediataments despuéds de la induccidn del FRA puade
llegar a normalizar el FPR y las resistencias vasculares renales,
pero no al filtrado glomerular (75). Este efecto no puede conseguir
se medianta la expansidn con salino (87).

5i la nefrectamf{a unilateral produ jera, mediante um mecanis-~
mo adn no descrito, un sumento del gasto cardiaco, éste podria pre-
venir la disminucidn causada por sl FRA y, por lo tanto, prevenir el
del propio FRA.

La consecuancia légica de estas dos hipétesis de trabajo as
estudiar, en primer lugar, cémo se ancuentran los componentes intra
vascular e instersticial de los l{quidos de la economia después ds
la uninefrectom{a, y en segundo lugar, estudiar la hemodinamica gsne
ral e intrarrenal de las ratas uninefrectomizadas.

A los dos dfas de la nefrectom{a unilateral, las ratas praesen
taban un voiumen plasmdtico, un volumen circulante y un volumen ex-
tracelular que no se diferenciaban de los mismos pardmetros medidos
en los animales pseudoopsrados. Los resultados son concluyentes s
indiscutibles, ya que las técnicas utilizadas son métodos altamente
estandarizados y de gran reproducibilidad, ademids de estar reconoci

dos como adacuados para medir estos pardmetros (85). Esto nos permi
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te daescartar con toda seguridad a las alteraciones en los aespacios
liquidos de la sconomia como responsables de la protsceidn agui es-
tudiada.

Los estudios, utilizande microesferas radioactivas, de la he
modinamica general e intrarrenal de las ratas uninefrectomizadas nas
ha revelado que los animales con masa resnal reducida presentan un -
claro aumento del gasto cardiaco que parsce deberse fundamentalmente
a la disminucidn de las resistenéias vasculares pesrifédricas. Existe
asimismo un aumento del flujo sangufineo renal con su correspondisnte
disminucién de las resistencias vasculares renales (Tablas C.7.1).

Estas observaciones son exactamente las opuestas a las descri

tas para los momentos de iniciécién dal FRA inducido por glicerina.
Asi, frante a la disminucidén del gasto cardiaco qus induce la inyeg
cién de glicerina (75), las ratas con MRR tienen sste paramstro au-
mentado, presentando ademis una vasodilatacidn periférica gue se apga
ne a la vasoconstriccidn periférica descrita en el FRA (67, 83).
Asi mismo, y al mgnos en los primeros momentos del FRA, el flujo san
guineo renal se encuentra muy disminufdo (8,30) y la resistencia vas
cular renal aumentada (67), mientras que las ratas con MRR tienen un
aumento del FSR con disminucidn de las RVR.

Esto nos permite establecer ya, con cierta saquridad, una ex
plicacién fundamentada de los mecanismos por los cuales la reducecidn
de masa renal protege del FRA inducido por glicerina, explicacidn
qus confirmarfa la hipdtesis emitida anteriormente en 29 lugar., Pe~
ro ademis, al estudiar la redistribucidn del riego sanguineo entre
las diferentes partes del rifidn, se observa que las zonas mas corti

cales, que son las que en el FRA sufren una mayor isquemia, o diche
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de otra forma, una mayor disminucidn del flujo sanguineo por nefrona,
son las que presantan un mayor aumento del FS en las ratas con WRR,
Las expsriencias de micropuncidn noé aportan también un dato impor-
tante, el gran aumento del filtrado glomerular de las nefronas super
ficiales, que, al inducir el FRA con glicerina, son las que mayor re
duccidn de la filtracidn glomerular muestran (94, 96). Asi, frente a
la isquemia praefarentamente cortical, caracteristica de este modelo
de FRA aexperimental, las ratas con MRR presentan wuna hiperemia, tam
bidén predominantements certical, hecho que es, sin duda un factor méas
que puede contribuir a la proteccidn parcial observada.

Una vez axplicados, a nuestra parecer suficientemente, los me
canismos que median la proteccidn que la reduccidn de la masa renal
brinda frente a este modelo de fFracaso Renal Aqudo vamos a tratar de
esclarecer la Gltima y la fundamental de las interrogantes que nos
plantaabamoé al comienzo de las experiencias que integran esta tesis
doctoral: &4Qué pusden aportar estos rssultados al conocimiento de la
patofisiologia de sste modelo de FRA? A este respecto hay que decir
que las alteracionss observadas sn los animales con MRR en el momen
to en que ss8 les inducfa el FRA eran alteraciones puramente funcie-
nales y, aunque nosotros no hemos tenido especial cuidado en buscar
alteraciones de tipo morfoldgico (no hemos utilizado técnicas histg
gquimicas ni de microscop{a elsctrédnica), estd bien descrito en la
literatura que cambios morfoldgicos importantes necesitan intervalos
mayores a 48 horas tras la reduccidén de masa renal (79). Ademas los
animales con MRR y FRA presentan unas lesiones histoldgicas muy si-

milares a las de los animales pssudooperados con FRA.
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Bajo esta perspectiva, los resultados aqui presentados rea-
firman de una Forma rotunda la hipdtesis ds que en sl FRA inducido
por glicerina los mecanismos primarios que inducen la disminucién’
del filtrado gldmerular y desencadenan el FRA son fundamentalmente
hemodindmicos, bien ds tipo genaral, bien intrarrenales, bien ambos
conjuntamente, como parece deducirse de nuestras experiencias. Estas
alteraciones hemodindmicas, mediadas posiblemente por una serie de
mecanismos humorales (en los que podrfan intervenir el sistema rani
na-angiotansina, las kininas, las prostaglandinas, la vasopresina)

o nerviosos, todavia mal conocidos y peor interrelacionados, son las
que han hecho denominar a este modelo de FRA expesrimental "Nefropa-
tia vasomotora” y producen secundariamsnte, alteraciones de la morfg
logia tubular (pecrosis tubular, descamacidn del epitslio tubular,
obstruccidn tubular por pigmentos y restos celulares) e intersticial
(edema instarsticial fundamentalmente).

Estas afirmaciones acerca de la primacia ds los factores hemg
dinamicos en la patogenia de este modelo de FRA reciben el apoyo suy
plemaentario de otra serie de experiencias realizadas en nuestro La-
boratorio y no incluidas en esta Tesis ODoctoral sn las qus se demues
tra que, en dos modelos axperimentales de FRA no isquémico, sino ne-
frotéxico, los inducidos por inyeccidn subcutdnea de cloruro mercdri
co y por nitrato de uranilo, la reduccidn de masa renal no sélo neo
protege sino que agrava el FRA (135, 136). Estos hallazgos sa han ex
plicado por el hecho de que la accidn primaria que conduce al FRA an
estos modelos experimentales'neFrotéxicos es una lesidén celular tuby
lar causada por la accidn téxica de estos productos quimicos y no

por alteraciones de tipo hemodindmico, que serian, de existir, secun
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darias, Asi, en la situacidn de masa renal reducida, al administrar
la cantidad de téxico de acuerdo con el peso del animal, la dosis de
téxico por nefrona que se administra es mucho mayor que an los anima
les controles, y es mayor, por lo tanto, la gravedad del FRA.

éCual serfa entonces, on basa a esta serie de postulados, la
historia natural de la producecidn y recuperacidn (raversidn) del FRA
inducido por glicerina?. Una visidn personal del problema estd expuss
ta en el ssquema D.1 y la desarrollamos a continuacidn:

En primer lugar la inyeccidn de glicerina producirfa una dis-
minucidn del volumen circulanta por atrapamisnto de piasma y gran
cantidad de protsinas en el lugar de la inyeccidn (I). De la zona in
yectada ss liberarian, ademis de mioglobina, una serie de substancias
de alta capacidad vasoconstrictora, lo que produciria un aumento de
la resistencia vascular periférica (II)., Tento la disminucidn del vg
lumen circulante como el aumento de la resistencia periférica (III,
1V), as{ como una posible accién directa de la glicerina satre sl
miocardio, inducirfan una disminucidn del gasto cardiaco (V).

Por otro lado, la inysccién de glicerina, a través de un meca
nismo desconocido, y que podria estar mediado por la disminucidn del
FPR y por el aumento de la cantidad de €1” y Na qus llegan a la micy
la densa, y probablemente an base a alteraciones del sistema renina-
angiotensina~kininas-prostaglandinas y/o vasopresina, induce un au-
manto de las resistancias vasculares renales (VI, VII) gue, Junto
con la disminucidn del gasto cardiaco y del volumen circulante, indu
cen una disminucién muy impﬁrtanta del FPR (VIII, IX, X). €ste as un
punto clave an la evolucidn de este modelo da FRA., Posiblaemente sea

la disminucidén de FPR la que condiciona, a través de un ajuste de las
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resistenclias glomerulares o del coeficiente de ultrafiltracidn, una
disminucidn del FG real (XI) y una isquemia tubular, ﬁreferentementa
cortical (XII)., Esto, junto con la disminucidn del flujo tubular (y
posiblemente da la presidn intratubular), produce la ocbstruccidén del
thulo con desechos resultantes de la necrosis del epitelio tubular
({III) y con pigmentos (hemoglobina, mioglaobina) (XIV, XV).

’ La disminucidén del FG junto con la obstruccidn tubular y la
salida del fluido tubular a través’dal gpitslio necrético producs la
disminucidn o la eliminacidén de la'excrecién de agua (oliguria, anu
ria), electrolitos y productas nitrogenados, (XVI, XVII, XVIII) con
la consiguiente aparicién de ursmia y alteracionés electroliticas.

La no excrecidén de agua y solutos produce un aumento del voly
men extracelular, que podrfa ser la primera de las acciones compensa
doras del FRA (XIX). Simultineamente se producen otra saris de accip
nas reparadoras como la disminucidn de las resistencias periféricas
y renales (posiblemente mediado por la astimulacidn del sistema kini
nas-prastaglagndinas por sl aumento de Angiotensina Il circulante)
(XXIX, XXX} y la reparacién, mds o menos lanta, de las lesiones ne-
créticas tubularas.

Asi, sl aumentoc del volumen circulante y la disminucidn de las
resistencias vasculares.periféricas hacen aumentar de nuevo el gasto
cardiaco (XX, XXI). Este aumento del gasto cardiaco, junto con el del
volumen circulante y la desaparicidn de la vasoconstriccidn renal,
producen la racupsracién del FPR (XXII, XXIII, XXIV) y la normaliza
cidén del FG (XXV), a lo que contribuye la reparacidn tubular y la
desaparicidn del esdema intarsticial (XXVI). En este estado ya puede

producirse la normalizacidén de la excrecién de agua, electrolitos, y
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otros solutos (XXVII, XXVIII), con lo que se cierra sl ciclo de re-
cuperacidén del FRA.

Los pasos fundamentales en los que la reduccidn de masa renal
asti involucrada en la proteccidn del FRA son los puntos II (aumento
de las resistencias periféricas), VI (aumento de las resistencias -
vascularaes renales) y V (disminucifn del gasto cardiaco), todos ellos
claves en la disminucidn del FPR, hecho capital de este tipo de nefrg
pat{a vasomotora, y an la acelsracién de los pasos de racuperacidn

XX1, XXII y XXIV, asimismo cleves para la normalizacidén del FPR,
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CONCLUSIDNES

La reduccidn de la masa renal funcionante protege parcialmente con
tra un modelo isquémico (vasomotor) de Fracasoc Renal Agudo induci-

do por la inyeccidn intramuscular de glicerina en ratas,

Esta proteccidn no es debida al aumento de la excrecidn de agua y
electrolitos que ocurre en el rifién restante debido a la adapta--

cidén funcional compensadora.

Tampoco sse han encontrado difersncias en el contenido renal de rg
nina sntre las ratas con una masa renal reducida y las controles
antes y durante el desarrollo del Fracaso Renal Agudo, por lo quse
se descarta una inhibicién del sistema Renina-Angictensina como

causa de la proteccidn parcial mencionada.

Los animales con masa renal reducida presentan, en el momento de
inducirse el Fracaso Renal Agudo, tanto el volumen extracelular tp
tal como sus compartimientos (velumen intersticial, volumen circy
lanta, volumen plasmitico) de una magnitud similar a la de los -
animales pseudooperados utilizados como controles, por lo que no
puede atribuirse a una expansién de estos compartimientos l{iqui-

dos la citada proteccidn.

La proteccidn parcial contra el FRA que brinda la reduccidén de ma
sa renal parace deberse al estado circulatorio hiperdindmico que

prasentan los animales con masa renal reducida, que exhiben un -
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aumsnto del gasto cardiaco y una disminucién de las resistencias
vasculares periféricas, ya que la disminucidn del Gasto cardiaco
y la vasoconstriceidn periférica son dos de los hechos gque ocurren

tras la inyeccidn de glicerina.

La disminucidén de las resistencias vasculares renales con aumsnto
del Flujo Plasmdtico Renal, que presentan los animales con masa rg
nal reducida, contribuye también de una forma importante a la pro-
teccidn, al oponarse a la vasoconstriccidn renal con isquemia que

ocurre en este modelo de FRA.

Ademés, los animales uninefrectamizados presentan una hiperemia rg
nal, prefarantemente cortical externa, zona dsta gque es la que su-

fre mayor isquemia durante el FRA.

La proteccidn ofrecida por la serie de alteracionss hemodindmicas
gue conlleva la nefrectomia unilateral, reafirma a aquellas como
responsablas primarias de todas las alteraciones caracter{sticas
de este modelo experimental, y nos permite denominarlo con tada
propiedad "Fracaso Renal Agudo Isquémico" o "Nefropatia Uasomoto-

ra",

Esta afirmacifn se ve reforzada por el hacho de que la reduccién
de masa renal no sdlo no protege sino que agrava el FRA experi-

mental de tipo nefrotdxico.
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