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RESUMEN

Para valorar los efectos del eavejecimiento en fa progresian de la glomeruloesclerosis y la
disminucion progresiva de la funcion renal, manifestada por falta de respuesta vasodilatadora a fa
adminiswacion de aminoacidos o ingestion de comida con alto comenida de proteinas, conacida comio
reserva funcional renal, en la que se ha involucrado fa participacion del oxido nitrico, evaluamos v
grupo de ratas jovenes de 3 meses de edad (testigo), un grupo de ratas dz edad avanzada de 15 meses
de edad v un grupo de ratas de edad avanzada de |5 meses de edad tratadas con captoprit hasta
cumplir los 18 meses, a las que se les administro wna niezcln de aminodcidos wixtos por via

intravenasa.

La filiracion glomerutar, el flujo plasmitico renal efectivo, las metabolitos estables del oxido
nitrico, las concentraciones de 3, 5'guanidilmonofosfato ciclico en orina y las varacteristicas

histologicas glomentlares se compararon en los tres grupos de estudio

Las ratas jovenes desarrollaron elevacian de fa filtracion glomerular, del flujo plasmatica renal
efectivo, de fa excrecion nrinaria de nitritos y nitratos y de GMPe; el examen histologico de los

glomérulos no reveld alteraciones significativas.

En los dos grupos de ratas de edad avanzada can y sin tratamiento, la administracion de los
aminoacidos no logrd respuesta vasodilatadorn y no se observaron cambios en alguno de los
parametros fisiologicos registrados. Ef examen histalogico de los glomérulos revelo diversos grados de
dafio glomerular en ambos grupos, més evidentes en ef grupo de ratas de edad avanzada tratadas con

captopril.

Los resultados mas sobresalientes de este estudio son: e aumento en la excrecion wrinaria’ de
los metabolitos del dxido nltrico (1.84 £ 0.60 - 2.84 + 0.59 nmol/inin) y GMPe (8.14 £ 1.7V - 75.80
10.0} ng/min) como respuesta al estimufo vasodilatador agudo en el grupo de ratas jovenes y la
ausencia de estos cambios en ¢l grupo de ratas de edad avanzada (2,82 & 0.57 - 1.92 4 0.67 mual/min)
(38.44 1 11.46- 9.11 & 1,94 ng/inin) y ratas de edad avanzada tratadas con captoprit (0.60 + 0.18-1.37
+ 0.61 nmol/min) y (14.67 £ 297k 833 & 196 ng/min), asi comn la progresion de la



glomeruloesclerosis (Grupo 1: 90% de los glomérulos normales, grupo 1 48% normales y grupo 11
31% normales) con la edad. Bl tratamiento con captopril no fue capaz de limitar lu progresion de la

glomeruloesclerosis en los animales ancianos.

Estos resultados sugieren la participacion activa del Oxido nitrico y GMPe en la respuesta
vasodilatadora renal que ocurre con la administracion de los aminoacidos. La presencia de cambios
estructurales notables en los grupos de ratas de edad avanzada y Y ausencia de respuests
vasodilatadora y cambios en los niveles urinarios excretados de los metabolitos del oxido nitrico y

GMPc parecen contribuir a las alteraciones funcionales observadas en la edad avanzada.



ABSTRACT

To assess the effects of aging in glomerulosclerosis progression and progressive reduction of
renal function, measured as a loss of the vasodilatory response to aminoacid administration or to high
protein foad intake, known as renal functional reserve, in which nitric oxide participation has been
suspected, a group af young (3 months old) male rats (control), & group of old rats (15 months old),
and a group of rats treated with captopril lrom age 15 manths to age {8 months were studied with

administration ol an admixture of wminoacids by the intravenous route,

Glomerular Tiltration rate, eflective renal plasina flow, nitric oxide stable metabuolites, urine
concentration of 3", §' ¢cGMP and histologic characteristics of glomeruli were compared among  the

three study groups.

Young rats developed increased glomerular liliration rate, of eNective renal plasma flow, of
urinary excretion of nitrites and nitrates and cGMP; histologic examination of glomeruli did not reveal

significant disturbances.

In both groups of aged rats (with and without treatment), aminoacids administration did not
produce vasodilatory response. Na changes were observed in any physiolagieal parameter. Histologic
examination ol glomeruli revealed different degrees of glomerular damage in both groups, that were

mare striking in the graup ol aged rats treated with captopril.

The most important results ol this study in the group ol young rats were the increase in urinary
excretion of nitric oxide metabolites (1.84 + 0.60 - 2.84 1 0.59 nmol/min) and cGMP (8.14 + 1.71 -
75.86 & 10.01 ng/min) as a response to the acute vasodilatory stimulus, and the lack of changes in the
group of aged rats (2.82 £ 0.57 - 1.92.4:0.67 nmol/min) (38.44 1 11.46 - 9.11 £ 1.94 ng/min) and aged
rats treated with captopril (0.60 £ 0.18 - 1.37 £0.61 nmol/min) and 14.07 £ 2.97 - 8.33 4 1 96 ng/min),
and progressian of the glomerlar sclerosis (Group 1 90% of glomeruli were normal; in group 11 48%
normal; in grouj) 11 31% normal) with age. Treatment with captopril was not able to stop the

progression ol glomerulosclerosis in aging animals.



These results suggest the active participation of nitric oxide and ¢cGMP in the renal vasodilatory
response oceurring with aminoacids administration. Striking structaral changes seen in groups of aged
rats and the lack of vasodilatory response and the changes in the urinary excretion levels of nitric oxide

metaholites and cGMP may contribute to functional disturbances observed in aged rats.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es parte de la escala cronolgica en el ciclo de la
vida, se relaciona con una categoria del desarrdllo en una dimension
cuantitativa y representa una.posicion especifica en las etapas del
crecimiento, con cambios que progresan a diferente velocidad en los
diversos sistemas corporales y se manifiestan en todas las funciones
y estructuras del cuerpo (1).

Muchas de las funciones renales primarias declinan con la edad en
ausencia de enfermedad renal subyacente (2, 3). Durante el proceso
de envejecimiento renal, ocurren cambios morfolégicos y bioquimicos
que incluyen a las estructuras renales (4). El peso total de Ios rifiones
disminuye y la pérdida de tejido renal afecta principalmente a la
corteza, con relativa conservacion de la médula renal (5). Disminuye
el nimero de penachos glomerulares por unidad de area, asi como el
numero de células glomerulares y tubulares; el tamafo individual de
las células se incrementa, incluyendo engrosamiento y alteracion en
la composicion de la membrana basal y disminucién en el nimero de
glomérulos funcionantes (5, 6) que reaccionan con hiperfiltracién e
hiperperfusion adaptativas (7).



E! hombre exhibe una lenta disminucién en la filtracién glomerutar
(FG) después de la cuarta década de vida y también ocurre
disminucion del flujo sanguineo renal (FSR) (4). La mujer parece
estar relativamente protegida y muestra reducciones en la FG mas
tarde en la vida (3).

La respuesta vascular renal también cambia con la edad. Se sabe
que el efecto vasodilatador a la acetilcolina y al sodio esta disminuido
en rifiones de ancianos en comparacion con adultos jovenes (4).

Cualquiera que sea la causa inicial de la lesion, Ia hiperfiltracién y la
hiperperfusion glomerular inician o aceleran el dafo estructural y la
pérdida de la funcion y someten a las nefronas remanentes a dafio
mayor (8, 9). Esto lleva a considerar que el anciano esta en un
estado continuo de hiperfiltracion por la pérdida de masa renal y es el

origen de la pérdida progresiva de la funcién (10).

La rata también presenta muchos de los cambios de la funcién renal
que muestran los seres humanos (11). Los estudios morfolégicos
indican que en las ratas, el dafo glomerular dependiente de la edad,
es mas rapido e intenso; ocurre con aumento de los depdsitos
mesangiales, proliferacion mesangial y el engrosamiento de la
membrana basal glomerular precede a la aparicién de dafio focal y
esclerosis glomerular global (11-13);. la falla renal es causa
importante de muerte en la mayoria de las cepas (11). El género es

otro de los determinantes de dafio estructural glomerular y de los
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trastornos en la hemadinamia que ocurren con |la edad avanzada, ya
que la declinacion de la funcién renal esta retardada en hembras en

comparacion con los machos (14).

La incidencia de las lesiones glomerulares relacionadas con la edad
varia con la cepa (3). La Sprague-Dawley exhibe un rapido desarrollo
de dafio con disminucion de la FG (14) desde el afio de edad e
hipertensién glomerular notable, alteracion mesangial, esclerosis
glomerular extensa y a los 22 meses de edad, ya hay extenso dafio
renal (16-18).

RESERVA FUNCIONAL RENAL

El concepto de reserva funcional renal (RFR) nacié de la observacion
de que en situaciones normales de reposo, la FG se eleva
rapidamente por una gran variedad de estimulos. Esta capacidad
excretora extra, es una reserva que el rifién utiliza en situaciones de
estrés (19).

Después de estimulacion maxima con comida de alto contenido de
proteinas, la elevacion de la FG va de 62 a 81% (20, 21); la mayoria
de los observadores logran incrementos de 10 a 30% (22, 23). En la

mayor parte de los estudios también se eleva el flujo plasmatico renal
 efectivo (FPRE) y el flujo sanguineo renal (FSR), aunque ésto no es
un hallazgo universal (24).



Los cambios en la funcion renal después de una comida rica en
proteinas animales o después de la administracion intravenosa de
aminoacidos, se describieron por primera vez en 1923 (25) y son los
estimulos usados comlnmente para estudiar la RFR; desde
entonces se ha intentado esclarecer si la respuesta es directa o esta

mediada por otras sustancias.

La mayoria de los autores estan de acuerdo en que la respuesta no
se debe directamente a los efectos intrarrenales del estimulo (19).
Los estudios que tratan de explicar el mecanismo se sitian en tres
categorias: la primera postula el papel de los aminoacidos como
sustrato metabolico que causa esos cambios; la segunda, hipotetiza
que en respuesta a la elevacién en plasma de los niveles de
aminoacidos, se liberan factores humorales locales o circulantes, que
subsecuentemente estimulan la vasodilatacién renal. La tercera
categoria involucra los mecanismos renales intrinsecos que incluyen
al mecanismo de retroalimentacion tubuloglomerular y al mecanismo
de transporte tubular (26).

Siempre que un rifién se dafa, la RFR desaparece antes de que la
FG en reposo disminuya. La medicién del grado al cual la FG pierde
su capacidad de elevarse en respuesta al estrés, es un indicador
temprano de dafio renal (19).

Cuando la poblacion normal de glomérulos se reduce
quirargicamente 0 por enfermedad renal (nefropatia primaria,



diabetes mellitus no controlada, hipertension, envejecimiento, etc.)
(7, 27-29), los glomérulos reaccionan con hiperperfusion e
hiperfiltracion adaptativas (7). La hiperfiltracion glomerular rompe la
integridad de la membrana capilar y provoca proteinuria, acumulacion
de depositos mesangiales e inicia o acelera la esclerosis glomerular,
con la consecuente disminucion de la funcion renal y pérdida de la
capacidad para aumentar la FG y FPRE después de la
administracién aguda de aminoacidos o proteinas (18).

OXIDO NITRICO

La dilatacion vascular renal, depende de la presencia de endotelio
funcionalmente intacto (30, 31). El endotelio es un érgano complejo
dinamico con diversas funciones e incluye la sintesis y liberacion de
agentes vasodilatadores (32) y vasoconstrictores (33) que modulan el
tono vascular. Entre los primeros esta el 6xido nitrico (NO*) o factor
relajante dependiente de endotelio (FRDE) (34, 35).

El NO* es una molécula mensajera versatil, con actividad en todos
los sistemas biolégicosv; se requieren pequefias cantidades de NO*
para multiples actividades celulares (36-38). No tiene formas
especiales de almacenaje, se produce y libera donde y cuando se
necesita y difunde simplemente como producto celular; sus
actividades van desde la regulacion de la presién sanguinea hasta la
defensa antimicrobiana. Es una pequefia molécula formada por un



atomo de nitrogeno y uno de oxigeno, no cargada, que posee un
electrén no pareado, que le confiere la estructura de ion libre que la
hace muy reactiva quimicamente y rapidamente reacciona con otras
moléculas (36-38). El NO* se sintetiza por la sintetasa de 6xido
nitrico (NOS) en una reaccién inusual que convierle L-arginina y
oxigeno en citrulina y NO* ( 38-39).

El NO* es una molécula extremadamente |abil, de vida media corta,
su existencia es de aproximadamente 2 a 30 segundos (38) y
después de transmitir una sefal espontdneamente, reacciona con
oxigeno y agua y se transforma en nitritos y nitratos, que se excretan
por la orina (36, 38).

El NO* se produce en las células endoteliales, difunde fuera de ellas,
entra en las células del musculo liso, donde activa la guanilato
ciclasa soluble y estimula la produccién de 3°5°GMPc, el cual actua
como segundo mensajero para neurotransmisores y hormonas, (40,
41), a nivel vascular el GMPc dilata las arterias e induce relajacion
del musculo liso y es un marcador bioldgico de la actividad del NO*
(36). Las células endoteliales liberan continuamente pequefas
cantidades de NO* para mantener un nivel basal de relajacion del
musculo liso vascular (42).

El NO* liberado en el riidn en condiciones basales, regula la

resistencia vascular renal in vivo (43) e in vitro (44) y sus efectos
estan mediados por el GMPc, liberado por el rifién. Es una sefal
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importante en la comunicacién entre el endotelio glomerular y las
células mesangiales (45, 46). Se produce en el endotelio glomerular
(47), en las células mesangiales (42), en el musculo liso (34) yen la
region de las arteriolas aferentes del glomérulo (32) interactua entre
ellas y extiende sus efectos a las células tubulares, modula la funcién
hemodinamica (44). El NO* causa relajacion de las células
contractiles y da lugar a hiperfiltraciéon glomerular, una condicion
importante en el desarrolio de la glomeruloesclerosis (45).

La respuesta renal hemodinamica a varios agentes vasodilatadores
como la bradicinina y la acetilcolina estan mediados por el NO*. La
administracion de inhibidores selectivos de la NOS en ratas
cateterizadas cronicamente y anestesiadas, produce aumento de la
presion arterial y de la resistencia vascular renal con disminucién del
FPR y FSR, lo que indica que la produccién de NO* contribuye a
mantener la resistencia vascular renal (RVR) normalmente baja; asi,
se propone al NO* como el principal mediador de la vasodilatacion
renal que ocurre con la administracion de aminodcidos, y esta
respuesta, que ocurre cuando se administra una mezcla de
aminodcidos mixtos, no se presenta cuando se administran
inhibidores selectivos del NO* como el N-metil-arginina (L-NMA). La
administracion de aminoacidos mixtos o de L-arginina no altera la
presién arterial, pero produce aumento en la FG, flujo plasmatico
renal, flujo urinario y excrecion de sodio (33).



La aterosclerosis se asocia a una disminucion notable en la
relajacion dependiente de endotelio a la acetilcolina. En conejos con
aterosclerosis hereditaria, la relajacion dependiente de acetilcolina
esta reducida. La alteracion principal de las arterias aterosclerdticas
es disminucion en la liberacion de NO* y aumento de factores
contractiles (31).

INHIBIDORES DE LA ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA

El envejecimiento normal se acompafa de pérdida progresiva de |a
funcion renal y deterioro estructural renal (9). La pérdida de la FG
relacionada con la edad causa poco problema, pero la disminucion
de la RFR aumenta la vulnerabilidad del rifién al dafo por
enfermedad agregada (48). En las ratas de edad avanzada normales,
hay incremento progresivo de |a excrecion urinaria de proteinas y de
esclerosis glomerular (9). La inadecuada adaptacién intrarrenal
hemodinamica, se caracteriza por aumento en la presidén capilar
glomerular y se acompafa de cambios morfologicos presentes en
varias de las alteraciones renales no relacionadas (28, 49, 50). |

Estudios en ratas de edad avanzada, muestran cambios en la
hemodinamia renal. Existe vasodilatacion arteriolar aferente
importante, con transmisién aumentada de la presion de perfusion



renal normal hacia el capilar glomerular, lo que provoca
hiperperfusion e hipertension capilar glomerular (48).

La  disminucion de la resistencia arteriolar aferente del
envejecimiento, es similar a la que ocurre en otros modelos de
enfermedad renal como diabetes y nefrectomia. Esta anormalidad y
el dafio subsecuente de la capacidad autorreguladora tienen un
papel patogénico‘importante aun en ausencia de presion sistémica
elevada (48).

Se sugiere que los cambios microvasculares, mas que las
alteraciones estructurales en el envejecimiento tienen un papel
importante en el dafio- renal relacionado con la edad (51). Se ha
demostrado que los inhibidores de la enzima conversora de
angiotensina (IECA) revierten esos cambios hemodinamicos y
disminuyen la excrecién de proteinas (28, 49, 50, 52).

Los estudios en ratas de edad avanzada tratadas con captopril desde

un'a edad temprana, muestran proteccion contra la progresion del
daiio renal y disminucion de la proteinuria, albuminuria y esclerosis
glomerulér (48, 52). Parece que el control de la hipertension
gldrherular es el mecanismo por el que los IECA ejercen su efecto
protector (52).

A pesar de la ausencia de hipertension sistémica, el tratamiento
antihipertensivo con IECA disminuye la presion arterial en animales



normotensos (49, 53) con enfermedades renales diversas. La
estimulacion del sistema renina angiotensina no es un prerrequisito
para la eficacia de este tratamiento. Por otro lado, la concentracion
de renina disminuye con la edad. (54).

Los objetivos de este estudio fueron comparar la RFR de un grupo de
ratas jovenes, con un grupo de ratas de edad avanzada y con un
grupo de ratas de edad avanzada tratadas con captopril, cuantificar y
comparar histomorfométricamente las alteraciones glomerulares en
los tres grupos de estudio; medir la concentracion urinaria de
metabolitos de NO* (nitritos y nitratos) antes y después de la
administracion de aminoéacidos en los tres grupos de estudio y medir
y comparar la concentracién urinaria de GMPc antes y después de la
administracién de aminoacidos en los tres grupos de estudio.
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MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron tres grupos de ratas de la cepa Sprague-Dawley,
machos, sanos, con alimentacion estandar (Purina Chow) ad libitum
(12 a 15 g /dia) e ingestion de agua idem.

El grupo | de ratas jovenes, se formé con 7 animales de 3 meses de
edad, peso promedio de 359.3 g usadas como testigo; el grupo Il de
ratas de edad avanzada, se formd con 9 animales de 15 meses de
edad, peso promedio de 585.5 g.; el grupo Il de ratas de edad
avanzada tratadas con captopril, se formd con 7 animales peso
promedio de §01.2 g., a los cuales se les suministraron 500 mg de
captopril por cada litro de agua, en el agua de bebida desde los 15
meses de edad hasta los 18 meses.

Se midio la RFR, considerada como aumento minimo de 25 % de los
valores basales de la FG y FPRE después de la administracion
intravenosa de los aminoacidos. Las mediciones correspondientes a
FGy FPRE se efectuaron mediante la administracion de una mezcla
de "™l-yodotalamato y '*'l-ortoyodohipurato con una bomba para
especies menores y calculados mediante una formula estandar; la
excrecion urinaria de metabolitos del NO* en forma de nitritos y
nitratos  (nmol/min) se midid por la tecnica de diazotizacion; la
excrecion urinaria de GMPc (ng/ml/min) se midi6 mediante un
radioinmunoensayo. En la evaluaciéon del dafio histomorfométrico
renal se considerd como proliferacion mesangial: la presencia de



mas de cinco células por lébulo glomerular y esclerosis glomerular
segmentaria a la presencia de areas solidificadas causadas por
combinacion de colapso de los capilares y produccion excesiva de
matriz o sustancia mesangial.

a) Produccién del modelo experimental.

Las ratas se pesaron y anestesiaron con pentobarbital sédico (3
mg/100 g. de peso corporal i. p.); se instilaron en el peritoneo dosis
suplementarias adicionales (0.5 a 1.0 mg/100 g.) conforme se
requirieron durante el experimento. La preparacién quirlrgica se
realizd de la siguiente forma. Se colocd al animal en un cojin
termorregulable y la temperatura corporal, medida via rectal, se
conservd alrededor de 37.5 °C durante todo el procedimiento. Se
colocaron catéteres de polietileno PE 50 en arteria y vena femorales
y vejiga, para toma de muestras de sangre (catéter arterial), orina,
reposicién de liquidos, administracion continua de radiofarmacos vy
aminoacidos (catéter venoso) mediante una bomba para especies
menores. Las incisiones quirlrgicas se bafaron con solucién salina
tibia y se cubrieron con gasa.

A fin de recuperar la euvolemia y garantizar la estabilidad
hemodinamica, se permitio un periodo de recuperacion de 60
minutos antes de iniciar las mediciones y se administré solucién
salina (5 mi/lkg de peso corporal en una hora) por via intravenosa
como dosis de mantenimiento. Las muestras de sangre se



repusieron en forma simultanea con el mismo volumen de sangre
obtenida de una rata de la misma camada, exanguinada por la
manana del experimento.

Al finalizar el periodo de recuperacidn, se administré por via
intravenosa, una dosis total de 3 a 5 pCi de una mezcla de
yodotalamato marcado con 1 y ortoyodohipurato marcado con 1.
Una cuarta parte de la dosis total del material radiactivo, se
suministré en forma de bolo como dosis de impregnacion. A fin de
mantener las concentraciones de ambos radiofarmacos constantes
en plasma, el resto de material radiactivo, se administré en forma
continua con la bomba durante todo el experimento.

Se inicié un periodo de depuracion de ambos radiofarmacos de una
hora, con obtencién de una muestra sanguinea a los 30 minutos, la
coleccion de orina fue de 60 minutos, para obtener las mediciones
basales correspondientes a filtracion glomerular y flujo plasmatico
renal efectivo. Inmediatamente después de completar las mediciones
basales, se administré por via intravenosa, en forma continua, una
mezcia de aminoacidos esenciales y no esenciales al 8.5 %, sin
electrélitos, que contenfa 1760 mg de glicina/100ml (0.5 mir100 g. de
peso corporal en una hora).

Una hora después de terminar la administracion de los aminoacidos
se inicid un nuevo perfodo de depuracién de una hora de "I



ortoyodohipurato y '*l-yodotalamato, que se inici6 60 minutos
después de terminar la administracion de aminoacidos.

Al terminar las mediciones, se ligd la aorta por arriba de la
emergencia de las arterias renales. Ambos rifones se lavaron
mediante la administracion intraarterial de solucién amortiguadora de
cacodilato de sodio al 0.1 M (pH 7.4) por dos minutos para eliminar la
sangre de los vasos renales, y por la misma via, se suministrd
glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato de sodio al 0.1
M (pH 7.4) para fijarlos. Después, los rilones se extrajeron,
decapsularon y cortaron por su €je longitudinal en rebanadas de 2 a
4 mm de espesor, se sumergieron en formaldehido al 4 % en
soluciéon amortiguadora de cacodilato de sodio 0.1 M (pH 7.4), se les
asigno un nimero de clave y se enviaron para examen microscépico.
Los pat6logos que hicieron el analisis morfolégico desconoclan a qué
grupo pertenecfa el animal.

b) Estudio morfolégico

Las muestras se deshidrataron en alcoholes de concentracion
progresiva (50, 70, 96 y 100 %). Se aclararon en xileno e incluyeron
en parafina. Se hicieron cortes histolégicos de 9 um de espesor y se
tineron con las técnicas histologicas de HE, PAS y Masson. Las
observaciones se realizaron en microscopio de luz transmitida marca
Zeiss.



¢} Estudios funcionales

Las muestras de sangre se centrifugaron y se separd el plasma. Se
midid el volumen de plasma y orina, con pipetas manuales de
precision.

Las concentraciones de '**|-yodotalamato y '*'l-ortoyodohipurato en
plasma y orina, se contaron en alicuotas por duplicado, en un
contador de pozo automatico para emisiones gamma, por un minimo
de 10 minutos. Para disminuir el error estadistico de conteo del pozo,
las alicuotas se llevaron a un volumen total de 1 ml con solucion
salina.

d) Célculos

Los valores de filtracion glomerular y flujo plasmatico renal efectivo
se calcularon con las siguientes formulas:

FG = U (yodotalamato_'%l) V (ml/ min)
125 I)

P (yodotalamato

FPRE = U (ortoyodohipurato *' 1) V (ml/ min)
P (ortoyodohipurato ™' 1)




donde:

U: es la concentracion de "*I-yodotalamato o de "*'l-ortoyodohipurato
en la orina expresada en cuentas por minuto (cpm).

V: es el volumen de orina (ml/min) y

P. es la concentracion de 'l-yodotalamato o de '*'I-
ortoyodohipurato en plasma expresada en cuentas por minuto (Cpm).

e) Métodos anallticos

Las concentraciones de 3', §' guanidil monofosfato ciclico (GMPc) se
calcularon mediante radioinmunoanalisis con un estuche comercial
(Amersham Medical).

Las concentraciones de nitritos y nitratos se calcularon con una
modificacion de la técnica descrita por Lowe y Gillespie (55).

Todos los valores correspondientes a los resultados funcionales se
expresan como medias + error estandar de la media (EEM).

f) Anélisis estadistico.
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Las diferancias correspondientes a filtracion glomerular y flujo
plasmatico renal efectivo, GMPc, nitritos y nitratos se valoraron con
andlisis de varianza de Kruskal-Wallis. Cuando se identifico la
diferencia se aplicd: U-de Mann Whitney para comparacion entre
grupos y Wilcoxon para comparacién intragrupos.

Los valores correspondientes a las diferencias histologicas entre los
grupos se analizaron mediante x*



RESULTADOS.

El peso corporal fue significativamente mas bajo en el grupo de ratas
| comparado con los otros dos grupos de estudio (p < 0.01); también
hubo diferencia estadisticamente significativa entre el peso del grupo
Iy 1 (p < 0.01). Cuadro 1.

Los resultados basales de los parametros renales de los tres grupos
de estudio se muestran en el cuadro 1. Los valores basales
absolutos de FG y FPRE fueron mas altos en los grupos Il y lli; pero
no son diferentes de los valores del grupo | cuando se corrigen por
pesa corporal (Fig. 1 y 2). Las fracciones de filtracion cambiaron
significativamente con la edad.

Las concentraciones basales de la excrecién urinaria de nitritos y
nitratos en el grupo Il estan elevadas al compararlas con el grupo Il
(p < 0.01). No hubo diferencias entre el grupo | y los grupos Il y (ll.
Grupo I: 1.84 + 0.60 nmol/min; grupo Il 2.82 + 0.59 nmol/min; grupo
IIl: 0.69+ 0.18 nmal/ min. (cuadro 1, Fig. 3).

Las concentraciones basales plasmaticas de GMPc entre los tres
grupos de estudio no mostraron diferencia estadisticamente
significativa (cuadro 1, Fig. 4).

La excrecion urinaria basal de GMPc, fue significativamente més baja
en el grupo | al compararla con el grupo Il (p < 0.05) (cuadro 1). No



hubo diferencias entre los grupos Il y Ill. Grupo |: 8.14 + 1.71 ng/min;
grupo Il 38.44 + 11.46 ng/min; grupo - 14.67 + 2.97 ng/min (Fig. 5).

En el grupo |, la administracion de los aminoacidos, provocé un
aumento significativo en la FG, el FPRE (Figs. 6 y 7), la excrecion
urinaria de metabolitos del NO* {Fig. 3) y el GMPc urinario (Fig. 5),
sin cambios en las concentraciones plasmaticas del GMPc (cuadro 1,
Fig. 4).

En el grupo Il la administracién de los aminoacidos provocod

disminucion significativa en los valores de FG y FPRE (p < 0.01)

(Figs. 8 y 9), sin cambios en la excrecién urinaria de nitritos y nitratos

(Fig. 3); hubo disminucion significativa en la excrecién urinaria de

GMPc (Fig. 5), y no hubo cambios en las concentraciones
{plasmaticas de GMPc ( cuadro 1, Fig. 4).

En contraste, la administracién de los aminoacidos en el grupo il, no
modifico la FG y el FPRE (Figs. 10 y 11). Sin embargo, se observo
una tendencia al aumento en la excrecion urinaria de nitritos y
nitratos (Fig. 3) que no alcanzd diferencia estadistica. No hubo
cambios en la concentracion urinaria y plasmatica de GMPc¢ ( cuadro
1, Figs. 4 y ).

La fraccién de filtracion no cambié significativamente en ninguno de
los tres grupos de estudio durante la administracion de los
aminoécidos (Cuadro1).



Los valores de la FG corregidos por peso corporal después de la
administracion de los aminoacidos, no mostraron diferencias entre
fos grupos. Grupo |: 0.90 + 0.08 mV/min; grupo 1:0.57 + 0.12 mi/min,
grupo it 0.71 + 0.09 mi/min. Los valores correspondientes a FPRE
fueron significativamente mas bajos en los grupos Il y Il comparados
con el grupo | control (p < 0.01). No se encontraron diferencias en
estos valores entre los grupos Hl y . Grupo | 3.13 + 0.22 mi/min,

grupo iI: 1.11 £ 0.14 ml/min; grupo 1ii: 1.28 + 0.09 mi/min (Cuadro 1,
Figs. 1y 2).

La diferencia enire la FF observada entre el grupo | y el grupo Il
desaparecio con la administracion de los aminoacidos (Cuadro 1).

No se observaron diferencias en la medicion de la excrecidn urinaria
de los metabolitos del NO* después de la administracion de los
aminoacidos entre los {res grupos de estudio (Cuadro 1, Fig. 3).

Las concentraciones de GMPc en plasma después de la
administracion de los aminoacidos no se modificaron en ninguno de
los tres grupos de estudio (Cuadro 1, Fig. 4).

La excrecion urinaria de GMPc en el grupo | mostro diferencia
estadisticamente significativa comparada con la de los grupos i y i
(p < 0.01). No se observaron diferencias entre los grupos Il y .



Grupo |: 75.86 £ 10.01 ng/min; grupo II: 9.11 £ 1.94 ng/min; grupo K.
8.33 + 1.96 ng/min (Cuadro 1, Fig. 5).

HISTOLOGIA.

Hubo aumento progresivo en la extension del daio glomerular con la
edad (Fig. 12).

El daio glomerular se caracterizé por engrosamiento del mesangio,
aumento de la matriz mesangial, engrosamiento segmental de ia
membrana basal glomerular, aumento en la celularidad y adhesion
de la capsula dg.Bowman.

En el grupo |, hubo daiio glomerular minimo. 90% de los glomérulos
analizados fueron normales, el resto mostro alteraciones minimas.

En el grupo li, 48% de los glomérulos fueron normales y el resto
mostrd alteraciones variables.

En el grupo lll, s6lo 31% de fos glomérulos examinados fueron

normales. En estos animales, los glomérulos restantes en su mayor
parte, mostraron varios grados de dafio.
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La comparacion del porcentaje y grado de dafio glomerular mostro

diferencias entre los tres grupos de estudio. | vs Il (p < 0.001), fvs it

(p <0.001) y s il (p < 0.01).



RATAS JOVENES

RATAS DE EDAD AVANZADA RATAS DE EDAD AVANZADA
CON CAPTOPRIL

Antes Después Antes Después Antes Despuds

FG mV/min/100g 0334 + 007 | 072+ 011"} 076 = 0.07 072011

FG mV/min 192 +.052 | 322 = 023* 143 £ 041 3. 035

FPRE ml/min/100g 2.07 £ 0.19 313 £ 022 1.71 = 0.14 149 = 0.23

FPRE ml/min 752 + 069 | 1123 + 066 | 10.00 = 0.80 647 £ 0.77~7F 751 = L4

FF % 0.26 + 0.05 028 + 002° 045 = 0.03 047 0055+ 0.51 = 006

NO; , NO,” =veim=n 1.84 + 060 { 283 = 039" 282 + 0.57 192+ 0.67°%° 060 = 018

GMPc ng/vol/min 814 = 1L.71 75.86 £10.01° | 3844 +11.46 911+ 194>%° 14.67 £ 297

GMPc pg/dl 1.34 £ 062 144 = 048° ] 202 = 039 1.77 £ 0.50%%° 269+ 1.03 200206807
peso g 3593 +14.4° 5855+ 19.1° 5012=28

Cuadro 1.- diferencias correspondicntes entre los valores de las variables entre grupos  antes v después de la administracion de los aminoacidos

a= p <0.005 antes-después

b= p <0.01 antes-despuds

c= NS antes-después

d= p <0.05 antes-despucs

e = p<0.001 antes-después

f= NS jovenes vs viejas basal

g = p < 0.001 jovenes vs vigjas basal

h =p <0 .05 jéovencs vs viejas basal

i = p < 0.003 j6venes vs vigjas basal

j =NS jdvenes vs viejas con captopril basal

k = p <0 .05 jovencs vs vigjas con captopril basal
I= p<0.0] jovenes vs vigjas basal

m = NS vigjas vs vicjas con captopri! basal

n = p<0.0} vigjas vs vigias con captopril basal
fi= NS jévenes vs vicjas posiaminoacidos

o= p<0.0] jévenes vs vicjas con captopril
postaminoacidos

q = p < 0.05 jovenes vs viejas postaminogcidos

r = NS jovenes vs vigjas con captopri!
postaminodcidos

s = p<0.035 jovenas vs viejas con
captoprilpostaminoicidos.

U= p <001 jovenes vs vigjas. vs vigjas con capiopril.
\igjas vs vigjas.
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Figura 1. Filtracion glomerular durante el periodo basal y después de la administracion de
aminoacidos en los tres grupos de estudio. Las barras claras representan la medicion
del valor medio en estado basal y las barras oscuras la medicion del valor medio
después de los aminoacidos. Las lineas representan un error estandar. * p < 0.005 vs
basal, ** p < 0.01 vs basal.
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Figura 2. Flujo plasmatico renal efectivo durante e] periodo control y después de la
administracion de aminoacidos en los tres grupos de estudio.  Las barras claras
representan el valor medio medido en estado basal y las barras oscuras el valor medio
medido después de los aminoacidos. Las lineas representan un error estandar. * p <
0.005 vs basal, ** p < 0.01 vs basal.
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Figura 3, Excrecién urinaria de nitritos y nitratos durante el periodo basaly después de
la administracion de aminoacidos en los tres grupos de estudio. Las barras claras
representan el valor medio en estado basal y las barras oscuras el valor medio después
de los amino&cidos. Las lineas representan un error estandar. * p < 0.01 vs basal,
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Figura 4, Concentraciones plasmaticas de GMPc¢ durante el periodo basal y después de
la administracion de aminodcidos en los tres grupos de estudio. Las barras claras
representan el valor medio en estado basal y las barras oscuras representan el valor
medio después de los aminodcidos. Las lineas representan un error estandar.
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Figura 5. Excrecion urinaria de GMPc durante el periodo basal y después de la
administracion de aminoacidos en los tres grupos de estudio. Las barras claras
reprasentan el valor medio en estado basal y las barras oscuras el valor medio después
de los aminoacidos. Las lineas represtan un error estandar. * p < 0,001 vs basall ** p <

0.01 vs basal.
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Figura 6. FG en el grupo de ratas jévenes. La administracidon de aminoacidos provoct aumento de ia
FG vs periodo control. p< 0.005. Se expresan los resultados individuales y como media y EEM.
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Figura 7. FPRE en el grupo de ratas jovenes. La administraciéon de los aminoacidos provoco un
aumento sobre el FPRE vs periodo basal (p < 0.01). Se expresan ios valores individuales y como media y
EEM.
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Figura 8. FG en el grupo de ratas de edad avanzada. La administracion de los aminoacidos provocd
disminucién de la FG vs. periodo control p < 6.01. Se expresan los resultados individuzgles y como

medja y EEM.
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Figura 9. FPRE en ratas de edad avanzada. La administracién de los aminocacidos prcvoco una

basal

aminoacidos

disminucion del FPRE vs basal({ p< 0.01). Los resuitados se expresan como media y EEM.
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Figura 10. FG en el grupo de ratas de edad avanzada con captopril. La administracién de los
aminoacidos no provocé modificacion sobre la FG vs periodo controf. Los resuitados se expresan como

media y EEM
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Figura 11. FPRE en ratas de edad avanzada con captopril. La administracién de aminoacidos no
provocd modificacion sobre el FPRE vs. periodo control. Se expresan los resultados individuales y

como mediay EEM.
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Figura 12. Aspecto histopatoldgico de los glomérulos. El porcentaje de dafio glomerular s mayor
conforme avanza la edad de los animales.



DISCUSION

En contraste con vasodilatadores como la acetilcolina, la
administracion intravenosa de aminodcidos o la ingestion de comida
con alto contenido de proteinas, da lugar a vasodilatacion renal, con
incremento en el FPRE que produce un aumento proporcional en la
FG (56).

En este estudio se evalud la respuesta vasodilatadora renal
secundaria a la administracion intravenosa de aminoacidos mixtos.
Los animales recibieron una carga de aminoacidos calculada segun

su peso corporal.

En el grupo |, la mayor parte de los glomérulos observados fueron
normales, y solo 10 % mostraron alteraciones minimas, lo que
sugiere que la funcion de las nefronas de esos animales es
homogénea; estos datos concuerdan con otros estudios (9,18, 58).

La administracion de los amino&cidos produjo en el grupo |, aumento
en el FPRE y en la FG, sin cambios en la fraccién de filtracion, como
se ha informado en otros estudios (18, 58).

La elevacion de la excrecion urinaria de nitritos y nitratos y de GMPc
observados en este grupo, apoyan la participacion del NO* como
responsable de la hiperemia e hiperfitracion que ocurre con la
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administracion de aminoacidos (59). Este punto de vista es reforzado
por los estudios que muestran que la inhibicion selectiva de la
sintesis de NO* (61), causa disminucion del FPRE, de la FG y
aumento de la resistencia vascular renal (61, 62} y confirman el papel
del GMPc como marcador biologico del NO* y mediador de la
vasodilatacion dependiente de endotelio (59).

En el grupo Hl, aunque el porcentaje de glomérulos indemnes fue de
48 %, el resto mostrd diversos grados de dafo. La FG fue normal al
corregirla por peso corporal. En este grupo de estudio, la
administracion de aminoacidos provoco disminucion significativa de
la FG y el FPRE, lo que demuestra la falta de respuesta
hemodinamica al estimulo vasodilatador. La FF elevada antes de la
administracion de aminoacidos no cambio después, lo que confirma
la elevacion constante de ia resistencia vascular renal (63). Ya que
los nitritos y nitratos son metabolitos estables de la produccion de
NO* que se excretan por orina, es razonable asumir que la alta
concentracion en este grupo, se debe a sintesis extrarrenal
aumentada de NO* posiblemente como un mecanismo para
conservar la resistencia vascular .

La produccion aumentada de NO* se asocia con la hiperﬁltracié‘n
renal que ocurre en ratas con diabetes inducida. En este modelo de
dafio renal las alteraciones hemodinamicas son semejantes a las que
ocurren en el envejecimiento (64). Las ratas con diabetes no
responden a la administracion de aminoacidos con aumento de la
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filtracion y del flujo plasmatico renal, lo que sugiere que la reserva
funcional renal estd ausente porque las nefronas estan ya
hiperfiltrando. La excrecion urinaria basal elevada de GMPc en este
grupo, apoya la participacion del NO* en la hiperfiltracion que ocuire
en los individuos de edad avanzada.

La disminucion en la excrecion urinaria de GMPc después de la
administracion de los aminoacidos en el grupo |l, era de esperarse
dada la falta de respuesta hemodinamica y confirma la relacion entre
produccién disminuida de NO*, ausencia de vasodilatacion renal al
estimulo agudo y valores disminuidos de GMPc. La excrecién urinaria
elevada de los metabolitos del NO* antes de la administracion de los
aminoééidos en el grupo Il comparada con la del grupo lll, sugiere
sintesis aumentada de NO* en las células endoteliales de rifion de
ratas de edad avanzada, que se manifiesta por hiperfiltracion (FF
elevada), lo que confirma que los animales de edad avazada se
hallan en un estadn de vasodilatacion permanente (10).

En el grupo lll la mayor parte de los glomérulos fueron anormales.
Solo 2% tenian esclerosis. Sin embargo, los restantes mostraron
cambios diversos importantes y sélo 31% de los glomérulos fueron
normales.

En el grupo lll, la administracion de los aminoacidos no modificd la
FG ni el FPRE. La FF no presentd cambios en este grupo durante la
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administracion de aminoacidos, lo que indica que la resistencia

vascular no cambi6 (56).

La administracion de aminoacidos en el grupo Il aumento la
excrecién urinaria de nitritos y nitratos, pero no aumenté la FG. La
excrecion urinaria de los metabolitos del NO* antes de la
administracion de aminoacidos, presebnté valores mas hajos que los
de los otros dos grupos de estudio.

La administracion de captopri no restaurd6 la capacidad
vasodilatadora renal y tampoco evitd la progresion del dafio renal y
esto concuerda con informes previos (60) y estad de acuerdo con la
hipdtesis de que son los cambios hemodindmicos mas que los
estructuralés, los que juegan un papel primordial en las alteraciones
funcionales observadas con el envejecimiento (51).

Inicialmente los inhibidores de la enzima conversora de angiotensina
se consideraron nefrotoxicos. La evidencia indica que los IECA son
Utiles para retardar la progresién del dafo renal en nefropatia
diabética (64) y en otros modelos de dafio renal (65)
independientemente de la etiologia y etapa evolutiva de la
enfermedad, con efecto benéfico mayér, cuando el tratamiento se
inicia en etapas tempranas de la enfermedad (66).



El aumento y progresion del dafio renal observado en el grupo Il al
compararlo con el grupo ll, es el resultado de la diferencia de edad

existente entre los grupos (6).

El retardo en la progresion del dafio renal que se observa cuando los
IECA se inician en etapas tempranas de la enfermedad, puede
deberse a disminucion de la presion capilar glomerular, con
disminucion de la filtracion de las proteinas plasmaticas o a
disminucion de la actividad de las células glomerulares e
intersticiales responsables de la cicatrizacion (67).

En este estudio, en los grupos de ratas Il y lll, no se encontrd
reduccion en la funcion renal cuando los valores de FG y FPRE
basales se corrigieron por peso corporal; de hecho, en términos
absolutos, la FG y el FPRE estuvieron elevados al compararlos con
los del grupo de ratas jovenes control. Otros investigadores han
informado resuitados variables respecto a la disminucion de Ila
funcién renal con la edad (18, 57).

Esta capacidad de conservar la FG se debe a un incremento
compensador en la filtracion glomerular en las nefronas intactas,
como resultado de la pérdida de glomérulos funcionantes por
esclerosis. En esta etapa del envejecimiento, el valor promedio de
filtracion por nefrona es similar al de animales jévenes, pero se
presenta heterogeneidad de la funcién de las nefronas conforme la
edad avanza y los glomérulos muestran reduccion de la FG en
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reposo y son incapaces de responder al estimulo vasodilatador, lo
que se manifiesta como pérdida de la reserva funcional renal (17,
18).

Algunos estudios en ratas y seres humanos sugieren que la
respuesta a la administracion de aminoacidos 0 a la comida con alto
contenido en proteinas, no siempre refleja la extension del dafo
glomerular en todas las enfermedades renales primarias. Nuestros
resultados sugieren una relacion inversa entre la respuesta funcional
a la administracion de aminoacidos y el nivel de dafio glomerular (17,
18) y confirman las observaciones iniciales de que la RFR esta
perdida en ralas de edad avanzada (4, 18).

Ademas de reflejar los cambios estructurales dependientes de la
edad en la vasculatura renal, la pérdida de la respuesta
vasodilatadora a los aminodcidos, confirma la existencia de
vasodilatacion funcional crénica en los glomérulos en el riién de
edad avanzada, lo que da lugar a pérdida subsecuente de la
respuesta vasodilatora al estimulo agudo (18); la falta de aumento en
la excrecion urinaria de los metabolitos del NO* y la disminucién en la
excrecion urinaria de GMPc refleja la incapacidad del endotelio para
producir NO*,

La ausencia de diferencia entre los valores basales de la excrecion

urinaria de nitritos y nitratos del grupo | con respecto al grupo Il y lil,
permite suponer, que los tres grupos de estudio producian
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cantidades suficientes de NO* para conservar la hemodinamia renal
en equilibrio, en ausencia de estrés.

Este estudio se realizd en ratas Sprague Dawley, una cepa
susceptible a desarrollar glomeruloesclerosis espontanea con la edad
(15, 16). Se ha demostrado que la inhibicion de la enzima conversora
de angiotensina con captopril, es capéz de prevenir el desarrollo de
proteinuria y esclerosis glomerular en ratas de edad avanzada con
nefrectomlia unilateral a los tres meses de edad y a las que se les
administrd la terapia con captopril inmediatamente después de la
nefrectomia, un modelo de dafio renal que se caracteriza por rapido
desarrollo de glomeruloesclerosis. Si el tratémiento se inicia cuando
la glomeruloesclerosis esta ya establecida, el captopril no disminuye
ni retarda la progresién de la glomeruloesclerosis (68); nuestros
resultados concuerdan con esos hallazgos.
é

Se ha propuesto que el débil efecto del captopril en las ratas de edad
avanzada sobre la enfermedad glomerular establecida, puede
deberse a varios factores: los cambios glomerulares estructurales
provocddos por los depositos hialinos, el dafo mesangial, la
esclerosis, la proliferacion mesangial e hipertrofia, puedén causar
una menor sensibilidad a la intervencion farmacologica similar a la
descrita para cambios vasculares y estructurales en otros modelos
de dafo renal (48, 68).
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La mayor parte de los trabajos que evaliian este aspecto, se limitan a
establecer la correlacién entre daiio morfolégico y funcién renal
hemodinamica basal o dafio marfologico y respuesta vasodilatadora
renal con o sin inhibidores de la enzima conversora de angiotensina
en modelos de dafio renal como hipertension, nefrectomia, nefropatia
diabética y envejecimiento, sin considerar la participacion de NO* y
GMPc y la respuesta tardia a la administracién de captopril en la
respuesta vascular renal.

En conclusidn, estos resultados sugieren la participacion del NO* en
la respuesta vasodilatadora renal secundaria a la administracion de
los aminoacidos y la incapacidad del captopril para limitar las
alteraciones hemodinamicas dependientes de la edad y la progresion
de la glomeruloesclerosis establecidas.
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