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Resumen

El modelo de rifidn aislado y prefundido brinda la posibilidad de analizar la funcion
renal bajo condiciones definidas y sin la intervencion de factores sistémicos. Este
modelo consiste en aislar al rifidn de la vasculatura sistémica, y perfundirlo a través
de la arteria renal con un medio de perfusion con caracteristicas similares al plasma
o0 a la sangre, conservando las caracteristicas anatomicas, biogquimicas y funciona-
les del rifidn intacto. Esto posibilita circunscribir factores extrarrenales que pueden
complicar la interpretacion de la informacion obtenida con experimentos realizados
in vivo. Ademas, la utilizacion del érgano aislado permite el estudio de la funcion
renal bajo condiciones en las que el operador puede modificar las variables a anali-
zar de manera controlada. En el presente articulo se revisa la técnica de preparacion,
los criterios de viabilidad, las principales caracteristicas hemodindmicas y tubulares,
y las aplicaciones del modelo.

Abstract

The isolated perfused kidney model provides the ability to analyze the renal
function under defined conditions without the intervention of systemic factors.
In this model, the kidney is isolated from the systemic vasculature, and infused
through the renal artery with a perfusion medium with the plasma or blood cha-
racteristics. The anatomical, biochemical and functional characteristics of the intact
kidney is preserved. This allows to circumscribe extrarenal factors that can compli-
cate the interpretation of the in vivo experiments. Moreover, the use of the isola-
ted organ allows the study of renal function under conditions in which the operator
can modify the analyzed variables in a controlled manner.

In this article, the technique of preparation, viability criteria; and the main hemody-
namic and tubular features and applications of the model are reviewed.
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La posibilidad de analizar la funcién renal bajo condiciones definidas
y sin la intervencion de factores sistémicos, llevé a los investigadores
al uso de preparaciones conocidas como el modelo de rinén aislado y
perfundido. Bsicamente, este modelo consiste en aislar al rifién de la
vasculatura sistémica, con las alternativas de removerlo o no del ani-
mal, y perfundirlo a través de la arteria renal con un medio de perfu-
sidén con caracteristicas similares al plasma o a la sangre. A lo largo de
los afos se han ido introduciendo variaciones a esta técnica con el fin
de lograr una mejor viabilidad de las preparaciones.

En este modelo, el drgano preserva importantes caracteristicas
anatémicas, bioquimicas y funcionales del rifién intacto (Maack,
1986). Se logra, ademds circunscribir factores extrarrenales que
pueden complicar la interpretacion de la informacién obtenida
con los experimentos realizados i vivo. Por lo tanto, las respues-
tas observadas serdn especificas del rindn vy la interpretacién de
los datos resultard més precisa (Bekersky, 1983). Ademds, la uti-
lizacién del 6rgano aislado permite el estudio de la funcién renal
bajo condiciones en las que el operador puede modificar las va-
riables a analizar (v.g. composicién de la solucién nutritiva, flu-
jo o presién de perfusién) de manera controlada (Maack, 1986).
Los primeros reportes de este modelo se remontan al afio 1876
cuando Bunge y Schmiedeberg utilizan rifiones aislados y per-
fundidos de perro para estudiar la capacidad biosintética del 6r-
gano (Chang et al,, 2013). Los primeros experimentos se realiza-
ron en animales grandes, dada la necesidad de contar con mate-
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rial suficiente para la realizacién de los estudios. Se han realiza-
do experimentos de rindn aislado en diversas especies de mamife-
ros, como el perro (Nizet, 1981), conejo (Li et al., 1992), cobayo
(Barac-Nieto et al., 1991) y cerdo (Moore et al., 1992). Sin em-
bargo, la mayorfa de los estudios fueron hechos en preparaciones
de rifdn aislado y perfundido de rata. La seleccién de este animal
de investigacion se justifica, principalmente, por su tamafio ade-
cuado, que permite el logro del complejo procedimiento quirtr-
gico; y por su costo relativamente conveniente y disponibilidad
en el laboratorio. Uno de los primeros trabajos se realizé en el afio
1959. En ese afo, los autores, introducen el uso del rifidn aislado
y perfundido de rata para ¢l estudio de la regulacion del flujo re-
nal (Weiss et al.,, 1959). A partir de esa fecha, el modelo se ha usa-
do satisfactoriamente para una variedad de estudios bioquimicos,
fisioldgicos y farmacolégicos. En los tltimos afios, este modelo
se ha implementado también en ratones (Jeansson et al., 2006).
Se trata de una técnica relativamente sencilla, pero que requiere
cierta experiencia por parte del investigador ya que la manipu-
lacién excesiva puede llevar a vasoconstriccidn, hipoxia y en ge-
neral a una pobre funcién renal.

La preparacion del rinén aislado y perfundido consta del érgano
completo aislado de la circulacién sistémica. Luego de la anestesia,
se inserta un catéter en la vena femoral, a través del cual se admi-
nistra una solucién que contiene manitol para aumentar la diure-
sis y asi facilitar la posterior cateterizacion del uréter. Se realiza una
incision para exponer la cavidad abdominal. Se coloca una cinula
en la vena cava inferior, que es la que servird para permitir el drena-
je del efluente venoso a un reservorio. La mayoria de los investiga-
dores trabajan con el rindn derecho, dada la disposicién anatémica
de la arteria mesentérica, que permite la cateterizacién de la arteria
renal derecha desde la arteria mesentérica sin interrupcién del flujo
al rifién (Nishiitsuesuji-Uwo et al., 1967). Apenas se coloca el caté-
ter en la arteria mesentérica, se comienza con la perfusion y luego se
avanza hacia la arteria renal.
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Figura 1: Esquema de experimento de riidn aislado y perfundido:

I. Instumental: A: tubo de carbdgeno. B: cabezal termostatico. C: bafio termostatizado. D: reservorio de medio de perfusion. E: bomba peristaltica.

F: flujimetro. G: sensor de presion. H: registrador.

1. Sistema de reperfusion y recoleccion de muestras: 1: efluente venoso que drena en el reservorio. 2: tubuladura de succion que lleva medio
de perfusion hacia la bomba peristéltica. 3: entrada del medio al 6rgano por via arterial. 4: recoleccion de muestra de orina. 5: recoleccion de

muestra venosa. 6: recoleccion de muestra arterial.

Usualmente, el rindn con los vasos y uréter cateterizados es re-
movido del animal y colocado en una cdmara de contencién
que permanece en un sistema termostatizado. De alli, que esta
técnica forme parte de los llamados experimentos ex vivo.
EnlaFigura 1 se presenta un esquema de este modelo. La perfu-
sién se lleva a cabo mediante una bomba peristéltica, mantenien-
do un flujo constante que es medido por un flujimetro dispuesto
en la via arterial. El mantenimiento del flujo de perfusién puede
realizarse manualmente o mediante control computarizado, se-
gtn el equipamiento disponible. La presion de perfusion se eva-
lta con un transductor de presién y es registrada continuamente.
Se permite el drenaje del efluente venoso en el reservorio del me-
dio de perfusion, lograndose asi un sistema de circulacién cerra-
do. En el caso de que el diseno asi lo requiera, se realiza una circu-
lacién abierta o técnica single-pass, con lo que se garantiza la esta-
bilidad de la composicién del medio de perfusion, independien-
temente del metabolismo y de la excrecion renal. Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que la circulacién abierta consume gran-
des cantidades de perfusato, y puede resultar muy costoso si se
trabaja con coloides como la albimina.

Para evaluar la factibilidad de un disefio experimental con este
modelo, es necesario determinar la viabilidad de la preparacion
en las condiciones y durante el tiempo seleccionados. Se pue-
de recurrir a distintos criterios para testear la viabilidad del ri-

fién aislado. Los indicadores que se consideran con mayor fre-
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cuencia son cambios en pardmetros funcionales como: presidn
de perfusion, flujo de perfusion, velocidad de filtracién glomeru-
lar, reabsorcion de glucosa y electrolitos, consumo de oxigeno y
capacidad de concentracidn de la orinaconcentracién de la orina
(Epstein et al., 1982; Bekersky, 1983). Se considera que el experi-
mento es viable si los pardmetros se encuentran dentro de valores
aceptables, por ejemplo: presién de perfusion por debajo de 120
mmHg, flujo de perfusién por encima de 20 ml/min, y reabsor-
cién de glucosa por encima del 93% (Cox et al., 1991). Estos va-
lores de referencia pueden variar segtin el grupo de investigacion,
baséndose fundamentalmente en los objetivos para los cuales se
disenard el experimento.

El rifidn aislado se perfunde, generalmente, con una solucién
Ringer-Krebs, burbujeada con una mezcla 0,-CO, (19:1, car-
bdgeno), a la que se adiciona albiimina bovina como agente on-
cdtico, aunque algunos autores han reportado el uso del poli-
mero sintético dextrdn con esta finalidad (Bekersky, 1983). El
agregado de un agente oncdtico es sumamente importante, ya
que es el que crea la presién coloidosmdtica para una adecua-
da filtracion glomerular y la reabsorcién tubular de agua y elec-
trolitos. También se agrega una mezcla de aminoacidos como
cisteina, glutdmico y glicina al medio de perfusion para mejo-
rar la estabilidad de la preparacién (Epstein et al., 1982). En la
Tabla 1 se presentan los pardmetros funcionales de preparacio-
nes controles perfundidas con albimina 5%.
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Tabla 1. Parametros funcionales del rifidn aislado y perfundido de rata

Presion de perfusion (mmHg) 92+8

Flujo de perfusion (ml.min-") 32 +6

Velocidad de filtracion glomerular (ul.min™") 567+89

Flujo de orina (pl.min") 6104210

Excrecion fraccional de sodio (%) 8.6+2.6

Reabsorcion fraccional de glucosa (%) 94.8+2,5 (Epstein et al., 1982)

Estos valores representan la media+error estdndar de 110 determinaciones para cada pardme-
tro (10 rifiones aislados, 11 determinaciones por rifion). Tomado de Bekersky, 1983 (referencia #3).

CARACTERISTICAS HEMODINAMICAS

Para que la preparacidn sea viable, los flujos de perfusion de-
ben ser altos. Esto se debe a la baja viscosidad del perfusato
respecto de la sangre, y a la necesidad de mantener una oxige-
nacién adecuada del érgano. Sin embargo, debe considerarse
que en estas condiciones se somete al érgano a un importan-
te lavado medular, lo que disminuye su capacidad para con-
centrar la orina (Maack, 1980). El alto flujo de perfusién, aso-
ciado a una velocidad de filtracién glomerular disminuida res-
pecto a la del animal intacto, resulta en una fraccién de fil-
tracién excesivamente baja, que no permite el adecuado au-
mento de la presidn oncética peritubular, con la consecuen-
te disminucién en la capacidad reabsortiva del nefrén proxi-
mal. Algunos investigadores salvaron esta dificultad aumen-
tando la presién oncdtica del medio de perfusion, mediante el
incremento de la concentracién de albimina (Maack, 1986).
Las variaciones en la concentracién de albimina utilizada re-
sultan en variaciones en la velocidad de filtracién glomerular.
Con concentraciones de albumina elevadas, se logrard una ve-
locidad de filtracién baja, pero esto resultard en una adecua-
da reabsorcidn tubular de sodio. Las disminuciones en la con-
centracién de albiimina llevan a la obtencién de velocidades
de filtracién glomerular semejantes a las observadas en el ani-
mal intacto, pero el preparado muestra una marcada natriure-
sis y una gran inestabilidad. El investigador debe optar entre
un preparado inestable, natriurético pero con valores norma-
les de filtrado glomerular o un preparado estable con una bue-
na reabsorcién de sodio, pero con una baja velocidad de filtra-
cién glomerular. Para la mayoria de los propdsitos esta tltima
opcidn es la mis adecuada (Maack, 1986). Debe considerar-
se, ademds, que la baja velocidad de filtracién en este mode-
lo puede deberse, en parte, a la ausencia de sustancias presen-
tes en la circulacién sistémica con actividad sobre la dindmi-
ca glomerular.

Otro de los factores que determinan la velocidad de filtracién
glomerular es el tono de las arteriolas aferente y eferente. La fal-
ta de inervacién y/o de los factores vasoconstrictores circulan-
tes contribuye al elevado flujo de perfusién y la relativamente
baja velocidad de filtracién glomerular. Sin embargo las prepa-
raciones de rifén aislado y perfundido pueden mantener cierto
tono vascular. Agentes vasodilatadores cldsicos como acetilcoli-
na o bradiquinina son capaces de disminuir la resistencia vascu-
lar de la preparaciéon (Maack, 1986). Por otro lado, el factor na-
triurético auricular puede aumentar el tono de las arteriolas efe-
rentes con el consecuente aumento de la velocidad de filtracién

glomerular (Camargo et al., 1984).

CARACTERISTICAS TUBULARES

En el rifi6n aislado y perfundido, la reabsorcién de glucosa es
préacticamente completa, lo que explica la utilidad de este mo-
delo en los estudios de reabsorcion y captacién de solutos orga-
nicos. La presién intratubular proximal se encuentra dentro de
los limites normales, pero la presion tubular distal estd signifi-
cativamente elevada. Este fenémeno se debe, probablemente, a
una disminucién en la capacidad reabsortiva del asa de Henle
(Maack, 1986). Alcorn et al. reportaron que la principal anor-
malidad morfoldgica del rifién aislado reside en la rama ascen-
dente gruesa del asa de Henle, con signos claros de anoxia y de-
generacion celular (Alcorn et al,, 1981). A pesar de estas anor-
malidades, el transporte activo de NaCl en la rama ascenden-
te gruesa no estd completamente inhibido, ya que los diuréticos
del asa son capaces de provocar una respuesta natriurética en
esta preparacion (Maack, 1986; Nowicki et al., 1995). Ademds,
la deplecién de los niveles de glutatién durante la perfusién po-
dria contribuir a las anormalidades morfoldgicas y funcionales
del asa de Henle (Alcorn et al., 1981; Brezis et al., 1984). En
este sentido, se ha reportado que el agregado de aminodcidos
precursores de la sintesis de glutatién al medio de perfusién es-
tabiliza la funcién del rindn aislado (Epstein et al., 1982). El tt-
bulo distal es capaz de compensar, al menos en parte, la reabsor-
cién deficiente del asa de Henle; y conserva la capacidad de se-
cretar potasio.

APLICACIONES DEL MODELO DE RINON
AISLADO Y PERFUNDIDO

Como hemos senalado, el modelo de rindn aislado y perfundi-
do brinda la ventaja de poder estudiar acciones directas de dis-
tintos compuestos, obviando la influencia de la inervacién y de
la circulacién sistémica. Un e¢jemplo lo constituye el estudio de
los efectos de liposacdrido como modelo de endotoxemia, en el
modelo de rifién aislado. En estos experimentos, lipopolisacé-
rido no provoca efectos directos sobre el érgano aislado, aun
cuando se perfunde al rifdn a una concentracién que provoca
disminucién de la velocidad de filtracién, de la reabsorcién de
sodio y del contenido renal de potasio iz vive. Por lo tanto, se
requerirfa de la liberacién extrarrenal de mediadores para indu-
cir los cambios en la funcién renal observados durante la endo-
toxemia iz vivo (Cohen et al., 1990).

En nuestro laboratorio, hemos utilizado este modelo para de-
mostrar efectos directos de dosis toxicas de paracetamol sobre
las funciones tubulares y hemodindmicas. Las alteraciones tu-
bulares se pusieron de manifiesto atin cuando se previnieron las
alteraciones hemodindmicas con diversas herramientas farma-
colégicas (Trumper et al,, 1995).

El uso de este modelo permite alcanzar concentraciones tdxi-
cas mayores que las toleradas iz vivo, tal es el caso de los estudios
donde se expone al rifién a altas concentraciones de cadmio evi-
tando los efectos cardiovasculares y la toxicidad en otros 6rganos

que causan estas altas dosis (Diamond et al., 1986). El hecho de
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aislar al rifidn de la circulacién general facilita la identificacién de
los metabolitos renales de xenobidticos. El modelo de rifidn ais-
lado y perfundido ha sido seleccionado por muchos autores para
evaluar la contribucién de este 6rgano en el metabolismo de dis-
tintas drogas y compuestos. En estos experimentos, el metabolis-
mo de la droga se determina en base a la concentracién del/los
metabolito/s en orina, en muestra arterial del perfusato y en el
tejido en funcién del tiempo transcurrido luego del agregado al
medio de dicha droga (Bekersky et al., 1980).

Este modelo resulta particularmente ttil para acceder a un co-
nocimiento, al menos inicial, acerca de los sitios y mecanismos
globales de accién de agentes vasoactivos. La simplicidad con
que puede manipularse experimentalmente el tono vascular re-
nal inicial permite la evaluacidn de efectos vasculares de dro-
gas en condiciones de vasodilatacién o vasoconstriccion extre-
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