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La hemodinamicaglomerular en el rifidn aislado y
perfundido. Efecto de la Inhibicion de la sintetasa
del 6xido nitrico

Francis B Gabbai,” Orjan W Peterson,* Ser Khang*

Resumen

El rifion aisladoy perfundido se caracterizapor una
filtracién glomerular (FG) normal en presencia de una
fraccion de filtracion (EF) muy baja Se llevo a cabo
micropuncion del rifién aislado y perfundido para 1)
determinar las alteraciones intraglomerulares
responsables de ladisminucionde la FF, y 2) caracterizar
el efectodeun mhibidor delasintetasade 6xidonitrico
(L-NMMA) sobre la hemodinamica glomerular Se
estudiarondos grupos derifiones, e control (CTL,n=6)
y el experimental (EXP, #=6), en este (ltimo se agregd
L-NMMA (0 56 mA4) ala solucion de perfusiénunavez
estabdizada la preparacién Lapresiondeperfusionse
mantuvoestableer ambos grupos a expensas de cambios
significativos enel flujo dela solucion de perfusion No
hubodiferencias entrel osdosgruposenFG pornefrona,
presion hidrostdrica capilar glomerular (P,) y
coeficientedeultrafiltracion (LpA) Estosvalores fieron
muy semejantes a |los val ores encontrado5 en una rata
normal Lasresistencias glomerulares se encontraron
disminuidasenambosgruposy la administracién de L-
NMMA incrementé ambas resistencias Estos datos
demuestran que 1) € rifion aislado y perfundido
constituye Unaexcelente preparacion para investigar el
efecto dediferentes sustanciassobre P, y/o Lp4, y que
2) la disminucion de las resistencias glomerulares
conlleva a un aumento del flujo de perfusion para
mantener P enmargennormal ,asicomo 3)lainhibicion
de lasintesis del éxidonitrico 6 ambas resi; ias
vasculares glomerulares

Palabras clave: Rifion aislado y perfundido, #emo-
dinamica glomerular, éxido nitrico.

Summary

The isolated perfused kidney (1PK) is characterized
byanrormal glomerular filtration rate associated witha
very |OW filtration fraction (FF) This study utilized
micropuncturestudies m the |PK 1o investigate 1) the
determinants of the ultrafiltration process responsible
for the decrease m FF, and 2) the effectof nitric oxide
synthase (NOS) blocker (L-NMMA) on glomerular
hemodynamics TWO groups of kidrneys Wer e studied, a
control group (CTL, n=6) and an experimental group
(EXP, n=6) mwhich L-NMMA (0 56mM) was added to
the perfusate Significant differences m perfusate flow
rate were required to maintain a constar. perfusion
pressure i both groups of kidneys Nephron filtration
rate, glornerularcapillary hydrostatic pressure gradient
andthe ultrafiltration coefficient weresimilar between
groups and identical to the ONes obtained with m Vivo
micropuncture studies Both gfferent and efferent
glomerular resistances were significantly reduced,
although L-NMMA administration increased significan-
tly bothresistances Adltogether, these datademonstrate
that 1) the IPK s an excellent preparation to evaluate
the effect of different agents on glomerular pressure
and/or membrane permeability inthe absence of systemic
effects; 2) the decrease m glomer ular resistances leads
fo a significant mcrease m perfusate flow required zo
maintain glomerular pressure withinnormalrange, and
3) m the absence of any systemic effect, NOS blocker
mereases bothafferent and efferent arteriolar resistomees

Key words: Isolated perfused kidney, Glomerular
hemodynamics, Nitric oxide.
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Introduccion

El rifién aislado y perfundido constituye una
excelentepreparacion para investigarel efecto de
diferentes sustancias sobre la funcion renal en
ausencia de actividad neurohumoral sistémica. Si
bienestapreparaciénesidealen muchosaspectos,
ciertascaracteristicasfisiol6gicasde lamisma han
limitadoun uso mas difundido.' Cuando se emplea
una solucion de perfusion libre de eritrocitos u
otros elementos formes, el rifién aislado y perfun-
dido mantiene una filtracion glomerular normal a
expensasde un flujo de soluciénde perfusionmuy
elevado. El incremento en los valores del flujo de
la solucion de perfusién trae como consecuencia
una reduccion significativa de la fraccion de
filtracién cuando ésta se compara con los valores
obtenidos en un animal vivo.? Tres diferentesalte-
raciones en la hemodinamica glomerular pueden
explicar la reduccién en la fraccion de filtracion
caracteristicadel rifién aisladoy perfundido, éstas
incluyen:?® 1) una disminuciénde la presiénoncoé-
tica aferente, 2) una disminuciéndel gradientede
presion hidrostatica transcapilar glomerular, 3)
una disminucion del coeficiente de ultrafiltracion.
Estudios previos en la literatura han caracterizado
algunos de los determinantes hemodinamicos de
esta preparacion,*s pero no ha sido descrito hastala
fechaunpatrénhemodinamicocompletoquepermita
definirclaramenteél o los mecanismosresponsables
de la reduccién de la fraccién de filtracion.

En los Ultimos 5 afios, mdltiples trabajos esta-
blecen claramente la importanciadel 6xido nitrico
en el control de la funcién renal.®'® Estos trabajos
demuestranque el bloqueode la sintesisdel xido
nitrico con diferentes analogos de la L-arginina
(N® mono metil L-arginina, L-NMMA; nitro-L-
arginina metil éster, L-NAME, etc), elevala presion
arterial y produce vasoconstricciénrenal. Estudios
de micropunciénen ratas han demostradoque el
blogueo de la sintesis del 6xido nitrico produce
aumento de las resistencias aferente y eferente,
de la presién hidrostatica capilar glomerular y
disminuciéndel coeficiente de ultrafiltracion.®” To-
mando en cuenta los efectos sistémicos tan
importantesde la inhibiciénde la sintesis del 6xido
nitrico, es dificil definir si los resultados obtenidos
con micropunciénreflejan un efecto especificode
la inhibicién del 6xido nitrico a nivel renal. o bien.
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estos resultados, son el reflejo de las alteraciones
sistemicas asociadas al uso de los inhibidores de
la sintetasa de 6xido nitrico. El uso del rifién
aislado y perfundidonos permite establecer clara-
mente los efectosde lainhibiciénde la sintesis del
6xido nitrico a nivelrenal en ausenciade un efecto
sistémico.

El propdsito de este trabajo es: 1) determinar
las alteraciones hemodinamicas renales respon-
sables de la reduccion de la fraccion de filtracion
en el rifiénaislado y perfundidoy 2) determinarlos
efectos hemodinamicos renales del bloqueo de la
sintesis del 6xido nitrico.

Material y métodos

Se estudiaron 12 ratas wistar de 300-350 g de
peso. Las ratas fueron anestesiadas con Inactin
(Promonta, Hamburg) 100 mglkg de peso
administrado intraperitonealmente. Se canul6 la
vena yugular derecha con un catéter PE50 para
infundiruna solucién de NaCl-NaHCO, a razén de
4.5 ml/hr. Medianteuna incisionmediay subcostal
bilateral, se expuso la cavidad peritoneal y se
canuléel ureteroderechocon un catéter PE10. Se
disecaroncuidadosamentela arteria supramesén-
trica, la arteria renal derechay la vena cava por
arribay por debajo de las venas renales. Después
de administrar 500us de heparina 'y 250 mg de
manitol, se canuléla arteriasupramesentéricacon
una céanula de aceroinoxidable (19G) y se desliz6
la canula a través de la aorta hasta alcanzar la
arteria renal derecha segun la técnica propuesta
por Nishiitsutsuji-Uwoy col.”* Un corte en la vena
cava por arriba de las venas renales aseguré el
drenaje venoso. Al terminar de canular la arteria
renal se sacrificé la rata mediante una sobredosis
endovenosa de 70 mg de Brevitol (Eli Lilly,
Indianapolis,Indiana).Unavezfijada y estabilizada
la canula arterial, se prosiguié a la canulacién de
la vena por debajo de la vena renal utilizando un
catéter PE 200. El circuito de perfusion se cerrd
colocando la cénula venosa en el reservorio.

La composiciénde la soluciénde perfusion fue
la siguiente,expresadoen mM: NaCi 107, KCI 3.3,
KH,PO, 1.2, MgSO, 1.2, NaHCO, 33, dextrosa
4.6, alanina 2.3, arginina 0.66, asparagina 0.14,
acido aspartico0.2, cisteina 0.2, ac. glutdmico0.5,
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glutamina2, glicina1.37, histidina0.31, isoleucina
0.46, leucina 0.56, lisina 1.16, metionina 0.27,
fenilalanina0.34, prolina0.59, serinal.48, treonina
0.35, triptofano 0.09, tirosina 0.02, valina 0.5." La
concentracion final de albimina (Albimina sérica
bovina, fraccion V, Sigma Laboratories, St, Louis
MI) en la solucién de perfusion fue de 5 g/dl. Asi
mismo, se agregd suficiente CaCl2 para obtener
unaconcentracionde 1.1 mM de calcioionizado.La
soluciénde perfusiénnosedializoperoseemplearon
filtros Millipore (1.2-.45pm) previo a su uso.

Los siguientes elementos constituyeron el
sistema de perfusion: un reservorio, una bomba
peristaltica(Masterflex,Cole Parmer, ChicagolLL),
un oxigenador de membrana, una cinta térmica
aislante, un bafio de temperatura constante con
bomba de circulaciénde agua. Los rifionesfueron
perfundidos a una presién de 80-100 mmHg la
cual fue vigilada constantemente mediante un
transductor de presion (Statham) conectado a un
aparato de registro Gilson. Para evitar los errores
inducidospor laresistenciade la canula, se calibré
el sistemadeterminandolaresistenciade la canula
a diferentesflujos.™ La temperaturade la solucion
de perfusion se mantuvo a 37°C en la punta de la
cénula colocando el reservorioy el oxigenadoren
un medioa40°Cy aislandolalineaarterial con una
cintatérmicaaislante. La oxigenaciondela solucion
de perfusion se llevé a cabo con una membrana
semipermeable de silastico (3-5 mts) colocada en
unambientede 95% de O,y 5%de CO, en elinterior
de unrecipiente de vidrio. En estas condiciones, se
logré mantener la presion parcial de oxigeno en la
punta de la canula entre 400-600 mmHg y la pCO,
entre 35-40 mmHg. La velocidad de perfusion se
determind con base a una curva estandar que
correlaciona la velocidad de la bomba con el flujo.

Una vez completada la canulacion, se llevo a
cabounperiodode estabilizaciénde la preparacion
de 20-30 minutos durante los cuales se llevarona
cabolos ajustesnecesariosen flujo paramantener
una presion de perfusion estable alrededor de 80-
100 mmHg. Una vez alcanzadala estabilidadde la
preparacion, se agregaron 200 pCi de [*H] inulina
como marcador para determinar la filtracién
glomerular.Despuésde un periodode 10 minutos,
se llevaron a cabo 6 depuraciones de 10 minutos,
conrecolecciénde muestrasde orinay de solucién
de perfusién.

Gac Méd Méx Vol. 133 No. 4

Se estudiaron 2 grupos de rifiones. Un grupo
control (CTL, n=6) y un grupo experimental (EXP,
n=7) en este Ultimo se agregd a la solucién de
perfusion el inhibidor de la sintetasa del éxido
nitnco, N® mono metil L-arginina (L-NMMA) 0.56 mM,
diez minutos después de completar el periodo de
estabilizacion.

Estudios de micropuncion

Se utilizé una pieza de cuarzo para iluminar la
superficie del rifion y soluciénisoténica de NaCl-
NaHCO, a 38°C para cerrar el espacio entre la
pieza de cuarzo y la superficie renal. Se midi6 la
presiéntubularen eltbulo proximalde las nefronas
superficialesen condicionesde flujo libore @ vy
flujo detenido (SFP) en 3 a 5 nefronas medianteel
uso de un equipo “servo null” (IPM, La Mesa, Ca)
y pipetas de 1-3um. De manera similar, se deter-
mind la presion hidrostatica a nivel de 3 a 5
arteriolas eferentes ("vasos estrella”). Para
determinar la concentracién de proteinas en la
arteriola eferente, se puncionaron 3-4 "vasos
estrella” con pipetas de 7-9 ym de didmetro. La
filtracion glomerularpor nefrona se midié después
de bloquear el flujo tubular con un tapén de aceite
en5-7 nefronassuperficiales.Tantolas mediciones
de presion hidrostaticay como las de flujo fueron
repartidas aleatoriamente durante las seis depu-
raciones.

Métodos analiticos

Se utilizéun contador Tri/Carb Packard modelo
84530 para determinar la concentracién de [*H]
inulina en orina, solucién de perfusién y liquido
tubular. Se calculé la filtracion glomerular por
nefrona (FG) de acuerdoa férmulas previamente
descritasen estudiosprevios de este laboratorio.™
Se emple6 un refractémetro (Atago, Japon) para
determinar la concentracion de proteinas en la
solucién de perfusion. Se empled la técnica de
Lowry modificada para micromuestra a fin de
determinar la concentracién de proteinas en la
arteriola eferente.’ Dada la presencia de una
fraccién de filtracion muy baja caracteristica de
esta preparacion, el analisis de micromuestrasen
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arteriola eferente no mostré valores diferentes de
los encontrados a nivel sistémico debido a
limitaciones propias de la técnica de Lowry. Con
base en estos hallazgos, decidimos extrapolarlas
valores de la fraccion de filtracion total a las
nefronas superficiales para obtener la fraccion de
filtraciénpor nefrona (). La presiénhidrostatica
capilar glomerular (P,) se calcul6 con base en la
ecuacion P =8TF+ n, donde =, correspondea la
presion oncética de la solucién de perfusién. El
gradiente de presion transcapilar glomerular (AP)
se determiné en base a AP= P_-P.. Siendo la
albiminala Unica proteina presente en la solucién
de perfusion, la presién oncética se determind en
base a la ecuacion p= 2.8C+0.18C?+0.012C3.

donde C corresponde a la concentraciénde albu-
mina en la solucién de perfusion.'® El flujo de
solucién de perfusién por nefrona (FP), la
resistenciaarteriolaraferente (RA) y eferente (RE,
y el coeficientede ultrafiltracion(LpA) se calcularon
de acuerdo a ecuaciones descritas en publica-
ciones previas de este laboratorio.®™

Andlisis estadistico

Se utilizaron las pruebas de t de Student y el
andlisis de varianza con mediciones repetidas
para compararlos resultadosentre ambos grupos.
Losresultadosse expresancomo promedio error
estandar. Se utilizaronvalores de p<.05 para defi-
nir diferencias estadisticamente significativas.

Resultados

La presion de perfusion en el grupo CTL se
mantuvo en 89+1 mmHg y en 802 mmHg en el
grupo EXP. Como se puede apreciaren lafigural,
fue necesaria una disminucién significativa en el
flujoparamantenerestablela presiénde perfusion
en el grupo EXP. Los cambios en el flujo no
produjeron cambios significativos en la filtracién
glomerular. La figura 1 muestra los cambios en
filtracion glomerular a lo largo del tiempo y no se
apreciadiferenciasignificativaentreambosgrupos,

L-NMMA
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Figura 1 Cambios en el fiujo oeta sol ¢ dnde perfusion (FP)y e lafitrac onglomerular (FG), atravesde
tiempoenlos rifionesdelgrupocontro (CT.)y delgrupoexperimenta (EXP)
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los valorespromediode filtraciénglomerularfueron
104107 milminenelgrupoCTLy 1.131.05 ml/min
en el grupo EXP. La diferencia en flujo entre los
dos grupos en presencia de valores similares de
filtracion glomerular se tradujo en un incremento
en lafiltracion de 2.40£.14% en el grupoCTL a3.7
12% en el grupo EXP.

El cuadro | muestra los valores de los deter-
minantes de la hemodinamica glomerular en los
dos grupos estudiados. La filtracion glomerular
por nefrona fue 34%2 nlimin en el grupo CTL y
3R12 nlimin en el grupo EXP. debido a los bajos
valores de la fraccion de filtracién, los flujos de la
solucién de perfusion por nefrona alcanzaron
valores muy elevados de 1352166 nl/min y de
958171 nlimin (p<.05) en el grupo CTL y EXP
respectivamente. El valor de las resistencias
aferentey eferente en el grupo CTL fue de 2.5+.5

encontraronen condicionesde desequilibriode la
presion defiltraciéon (AP>>n.). El desequilibrioen
la presion de filtracién permitié calcular un valor
Unico para el coeficiente de ultrafiltracion LpA, el
cual alcanz6 un valor de 0.04+.006 nl/sec/mmHg
en el grupo CTLy 0.032 + 0.002 ni/sec/mmHg en
el grupo EXP (P>0.05).

Discusion

Los resultados de este trabajo constituyen
aportaciones importantes en la medida en que
demuestran, por primera vez, la gran semejanza
que existe entre el patrén de la hemodindmica
glomerular en el rifién aislado y perfundido y la
hemodinamica glomerular de una rata normal.
Estos resultados demuestran que la disminucion

ra
Cuadro I. Hernodinarnicagiorneruiarerrifionesaislados y perfundidos en condiciones control (CTL})
y en presencia de uninhibidor de lasintetasa del éxido nitrico (EXP).
PP FG FGM FPIN FRIN Ps AP C, RA RE LpA
mmHg ml/min nl/min % mmHg gidl 10°%yn.sec.cm* ni/sec/mmHg
CTL 891 1.04:0.07 3422 1352466 25:05 5312 3111 45101 2.1:0.1  23+£3 0.044£0.006
EXP 90£2 1.1310.05 3324 958x71* 35:04 513 3241 44501 3.3£2" 2.6£0.3% 0.032£0.002
PP: presiénde perfusion: FG filtracién glomerular; FG/N: filtracién glomerular por nefrona; FP/N: flujo de solucién de perfusion por nefrona;
FF/N:fracciondefiltracién Dornefrona.P.: oresionhidrostética capilar glomerular: AP: gradiente de presién hidrostatica transcapilar glomerular;
G conceniracon ae prote nas en la arter 0 a aferente RA res sienc a gomer. ar aferente RE resistenc a g omertlar eferente LpA
k coefciente oe Lltraf trac onglomerular CTL gr.pocontrot EXP grupoexper mental
A

y de 2.21.3 10°%in.sec.cm® respectivamente. La
administracion del bloqueador de la sintetasa del
oxido nitrico produjo un incremento significativo
enambasresistenciascuando se compararon con
el grupo CTL (3.71.5 y 3.3+.4 10°%in.sec.cm?,
p<.05).

Los valores de P, y AP fueron semejantes en
ambos grupos (8012 y 12 mmHg en el grupo
CTLy 5242 y 3311 mmHg en el grupo EXP) y
semejantes a los valores encontrados en ratas
normales.® Debido a las condiciones de flujo
elevado propias de esta preparacion, todos los
rifiones, tanto en el grupo CTL como en el EXP, se
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importante de las resistencias aferente y eferente
esla responsable dela reducciénde la fraccionde
filtracion'caracteristica de esta preparacion,y que
tanto el aradiente de presion hidrostatica trans-
glomerular como el coeficientede ultrafiltracionse
encuentran en margenes normales. Asi mismo,
este estudiodemuestraque, en ausenciade efectos
sistémicos, el bloqueo de la sintesis del 6xido
nitrico produce vasoconstriccion de la arteriola
aferente y eferente.

De acuerdo a los estudios de Baylis y coly de
Tuckery Blantz, 22 existen 3 diferentesalteraciones,
lascualesen formaaislada o conjunta, son capaces
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de reducir la fraccién de filtracién. La disminucion
en la concentracion de proteinas sistémicas que
conlleva a una reduccién de la presién oncética
aferente, la disminucion del gradiente de presion
hidrostatica transcapilar glomerular y/o la dismi-
nuciéndel coeficientede ultrafiltraciénson capaces
de reducir la fraccion de filtracion. Los resultados
de este estudio demuestran que en presencia de
una concentracion de proteinas sistémicas en la
solucion de perfusion semejante al de una rata
normal, los valores del gradiente de presion
hidrostatica transcapilar glomerulary el valor del
coeficiente de ultrafiltracion del rifion aislado y
perfundido son idénticos a los obtenidos en ratas
normales sometidas a micropuncién.2®'" La
reduccion de la fraccion de filtraciéon del rifion
aislado y perfundido resulta, por lo tanto, de la
importante vasodilataciéon de las resistencias
glomerulares tanto aferente como eferente. Los
valores normales del gradiente de presion
hidrostatica transcapilar glomerular en presencia
de resistencias glomerulares bajas requieren
obligatoriamente de aumentos muy importantes
enelflujodela soluciénde perfusion.De no ser por
este gran incremento en el flujo, el valor de la
presioén hidrostatica glomerular caeria por debajo
del rango normal. En conjunto, estos hallazgos
demuestran que el rifién aislado y perfundido
constituyeuna excelentepreparaciénparaevaluar
el efecto de diferentes sustanciassobrela presion
glomerular y la permeabilidad de la membrana
capilar glomerular.

Varios mecanismospuedenserinvocadospara
explicar la disminucién de las resistencias
arteriolares glomerulares en el rifién aislado y
perfundido. Entreestosmecanismosseencuentran
la baja viscosidad de la solucion de perfusiony el
aumento de la produccion de 6xido nitrico. No
cabe duda que la ausencia de eritrocitos y
elementos formes en la solucién de perfusion
disminuye de manera importante la viscosidad de
la misma. Sin embargo, ademas del efecto sobre
la viscosidad, la ausencia de eritrocitos favorece,
através de la falta de hemoglobina,el aumento en
los niveles tisulares del 6xido nitrico. Estudios de
laboratorio han establecido claramente que la
hemoglobina capta de manera avida al 6éxido
nitrico y disminuye los niveles tisulares de este
compuesto.’®'® De esta manera, en ausencia de
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eritrocitos, el 6xido nitrico generado por las células
endotelialesno es captado porla hemoglobina, lo
gue aumenta la concentracion tisular de o6xido
nitrico y favorece la vasodilatacion. En apoyo de
este concepto, los hallazgos de este estudio
demuestranun aumento significativoen las resis-
tenciasglomerularescuando se agregaelinhibidor
de la sintetasa del 6xido nitrico a la solucién de
perfusion. Asi mismo, los estudios de Imig y cols
con una preparacion de nefronas juxtamedulares
aisladasy perfundidas demuestran que una con-
centracion de eritrocitos del 1% aumenta signi-
ficativamente las resistencias vasculares de esta
preparacion.?® Esta concentracion de eritrocitos
produce el mismo efecto que la administraciénde
un inhibidor de la sintetasa del éxido nitrico
estableciendo la importancia de la presencia de
hemoglobina en la solucién de perfusiéon y su
influencia sobre las resistencias vasculares.

El efecto de la inhibicién de la sintetasa del
oxido nitrico a nivel renal ha sido motivo de gran
interés en los dos Ultimos afios. Estudios de
micropuncion realizados en nuestro y otros
laboratorioshan demostradoquela administracion
sistémica de L-NMMA o andlogos produce un
aumentoimportante enla presionarterial sistémica,
aumento de la resistencia arterial glomerular
aferente y eferente, aumento de la presién
hidrostatica capilar glomerular y disminucién del
coeficiente de ultrafiltracion.s” A diferencia de
estos estudios, estudios de Ito y cols con un
preparacion de glomérulo aislado y perfundido in
vitro, asi como estudiosrecientes por Baylis y cols
en los cuales el L-NMMA se administraen forma
directaa nivel de la arteria renal, demuestran que
el bloqueo de la sintetasadel éxido nitrico tiene un
efecto predominante a nivel de la resistencia
aferentey un efectominimo a nivel de laresistencia
eferente.?"» Estos resultadoshan llevado a Baylis
y cols a proponer que los cambios en resistencia
eferente asociados a L-NMMA se deben a los
cambios renales secundarios, al efecto sistémico
de esta droga y no aun efectodirecto anivel renal.
Los hallazgos del presente estudio confirman
nuestros resultados obtenidos en ratas con
micropunciény demuestranque, en ausencia de
efectos sistémicos o de cambios en la presion
arterial, la inhibicion de la sintetasa del 6xido
nitrico produce aumento de las resistenciastanto
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aferente como eferente. Esto resultados ponen
claramente de manifiesto la importanciadel 6xido
nitrico en el control de las resistenciasvasculares
glomerulares.

En conclusion, este estudio demuestra que el
rifidnaislado y perfundidoconstituyeunaexcelente
preparaciéon para investigar los efectos de
diferentes sustancias sobre la presion glomerular
y permeabilidadde la membrana en ausencia de
efecto neurohumorales. Asi mismo, los hallazgos
de este trabajo establecen un efecto significativo
de los inhibidores de la sintetasa del 6xido nitrico
a nivel de ambas resistencias arteriolares glome-
rulares.
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